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Lääkeaineiden väliset yhteisvaikutukset voivat aiheuttaa vakavia haittavaikutuksia, jotka 
pahimmillaan johtavat potilaan kuolemaan. Valtaosa näistä yhteisvaikutuksista johtuu 
lääkeaineiden aiheuttamasta sytokromi P450 (CYP) -entsyymien inhibitiosta. Kehitteillä 
oleville lääkeaineille tehdäänkin nykyään kattavat inhibitiotutkimukset in vitro -menetelmillä, 
ennen kuin lääkeaine siirtyy kliiniseen koevaiheeseen. Näitä menetelmiä käyttäen tutkittavalle 
lääkeaineelle määritetään inhibitioparametrejä kuten esimerkiksi IC50- ja Ki-arvot, joilla 
voidaan ennustaa sen vaikutusta muiden elimistössä samaan aikaan olevien lääkeaineiden 
pitoisuuksiin. Inhibitioparametrien määrittämiseen käytetyissä in vitro -menetelmissä 
käytetään CYP-entsyymien lähteenä tavallisimmin ihmisen maksan mikrosomeja, 
rekombinantti-DNA-tekniikalla valmistettuja CYP-isotsyymejä tai hepatosyyttejä. 
Inhibitiokokeiden metaboliareaktioissa syntyneiden yhdisteiden pitoisuudet ovat usein hyvin 
pieniä, minkä vuoksi niiden määrittämiseen on käytettävä tarkkoja analyyttisia 
mittausmenetelmiä kuten esimerkiksi nestekromatografia-massaspektrometriä. Myös 
fluorometrisiä analyysi-menetelmiä käytetään paljon varsinkin lääkeainekehityksen 
alkuvaiheessa. 
 
Opinnäytetutkielman kokeellisessa osassa kehitettiin menetelmä lääkeaineiden 
inhibitiopotentiaalin arvioimiseen käytetyn IC50-arvon määrittämiseen CYP-entsyymeille 
1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 sekä 3A4. Entsyymien lähteenä kokeissa käytettiin 'poolattuja' 
ihmisen maksan mikrosomeja. CYP-entsyymien spesifiset substraatit ja kontrolli-inhibiittorit 
valittiin viranomaissuositusten mukaisesti. IC50-kokeen inkubaatiot suoritettiin pääosin 
koktailimenetelmää käyttäen. Menetelmää sovellettiin kolmen thaimaalaisen wan chak motluk 
–lääkkeen sisältämien kasviyhdisteiden 049, 174 (zederoni) ja 177 (germakroni) IC50-arvojen 
määrittämiseen. Näistä yhdisteistä 174:n ja 177:n epäillään muiden ryhmien tutkimusten 
perusteella olevan hepatotoksisia. Lisäksi yhdisteillä 174 ja 177 tehtiin mekanismiin 
perustuva inhibitiokoe CYP2B6:lle ja CYP3A4:lle. Näytteiden metaboliittipitoisuuksien 
mittaamiseen käytettiin HPLC-MS/MS-analytiikkaa. Yhdisteen 049 havaittiin inhiboivan 
CYP1A2:ta (IC50 = 7,3 µM), CYP2C9:ä (IC50 = 10,5 µM) ja CYP2C19:ä (IC50 = 1,4 µM). 
Lisäksi sen havaittiin aktivoivan CYP3A4:n metabolista toimintaa. Yhdisteet 174 ja 177 
inhiboivat kumpikin CYP2B6:ta (IC50 = 3,9 µM ja 5,6 µM sekä CYP3A4:ä (IC50 = 9,9 µM ja 
2,5 µM). Mekanismiin perustuvan inhibitiokokeen tulokset olivat epäselviä eikä niiden 
perusteella voitu päätellä ovatko yhdisteet 174 ja 177 CYP2B6:n tai CYP3A4:n mekanismiin 
perustuvia inhibiittoreita. Koska kasviperäisten yhdisteiden havaittiin inhiboivan 
lääkeainemetabolian kannalta keskeisiä CYP-entsyymejä, on mahdollista, että wan chak 
motluk -lääkkeen käyttäminen voi johtaa lääkeaineinteraktioihin. 
 
 
 
 
UNIVERSITY OF EASTERN FINLAND, Faculty of Health Sciences 
School of Pharmacy 
Academic degree of Master of Science in Pharmacy 
Biopharmacy 
JUKKA JOUNI, J: Drug mediated cytochrome P450 inhibition studies in vitro 
Master's Thesis, 68 pages, 1 appendix (7 pages) 
Supervisors: Professor Paavo Honkakoski, PhD Jenni Küblbeck and PhD Aleksanteri Petsalo 
December 2013 
Keywords: drug interaction, inhibition, CYP, in vitro, metabolism 
Drug-drug interactions can cause serious side effects, which at worst, lead to death of the 
patient. The most common drug-drug interactions are caused by the inhibition of cytochrome 
P450 (CYP) enzymes. Therefore, new drug candidates in a drug development process go 
through detailed in vitro inhibition studies before entering clinical trials. In these in vitro 
inhibition studies, parameters like IC50 and Ki values are determined which can be used to 
predict the effect of the drug compound on the concentrations of other drugs in the system. 
The most common enzyme sources used in these studies are human liver microsomes, CYP 
isozymes constructed with recombinant DNA technology and hepatocytes. The concentrations 
of the metabolites formed during these studies are usually extremely low. Therefore, accurate 
analytical measuring methods are needed for metabolite quantification. Most commonly used 
analytical method for metabolite quantification is liquid chromatography—mass 
spectrometry. In addition, fluorometric methods are frequently used, especially in the early 
stages of drug development. 
 
In the experimental part of this Master's Thesis, a method for determining the IC50 value of 
test compounds was developed. The CYP enzymes included in this study were 1A2, 2B6, 
2C9, 2C19, 2D6 and 3A4. The source of the enzymes used was pooled human liver 
microsomes. The specific substrates and control inhibitors for each CYP enzyme were 
selected according to drug development authorities' recommendations. Most of the IC50 
studies were carried out using the cocktail approach for the incubations. The method was used 
to determine the IC50 values for plant-derived compounds 049, 174 (zederone) and 177 
(germacrone) which are included in a medicine called wan chak motluk used in Thailand. 
Compounds 174 and 177 are believed to induce hepatotoxicity, based on the work of other 
research groups. Therefore, a mechanism-based inhibition study was also conducted for these 
compounds using CYP2B6 and CYP3A4. All the samples were analyzed using HPLC-
MS/MS analysis. Compound 049 was observed to inhibit CYP1A2, CYP2C9 and CYP2C19 
with IC50 values of 7,3 µM, 10,5 µM and 1,4 µM, respectively. In addition, compound 049 
was observed to activate CYP3A4 mediated drug metabolism. Compounds 174 and 177 were 
both observed to inhibit CYP2B6 with IC50 values of 3,9 µM and 5,6 µM and CYP3A4 with 
IC50 values of 9,9 µM and 2,5 µM, respectively. The results obtained from the mechanism-
based inhibition study were inconclusive and the possible mechanism-based inhibition 
characteristics of compounds 174 and 177 remain unknown. In theory, the use of the medicine 
wan chak motluk could lead to drug-drug interactions based on the results of the IC50 study.  
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Lyhenteet 
 
ACN   Acetonitrile (eng.) 
   asetonitriili, orgaaninen liuotin 
 
ADME   Absorbtion, Distribution, Metabolism and Excretion 
   (eng.) 
   Imeytyminen, jakatuminen, metabolia ja erittyminen 
 
APCI   Atmospheric Pressure Chemical Ionization (eng.) 
   kemiallinen ionisaatio ilman paineessa, MS-analytiikassa 
   käytetty ionisaatiomenetelmä 
 
CYP   Cytochrome P450 (eng.) 
   Sytokromi P450, endogeenisiä ja eksogeenisiä 
   aineita metaboloiva entsyymiperhe 
 
DDI   Drug-Drug Interaction (eng.) 
   lääkeaineiden välinen yhteisvaikutus 
 
DMSO   Dimetyylisulfoksidi 
   orgaaninen liuotin 
 
FMO   Flaviinimono-oksygenaasi 
   lääkeainemetaboliaan osallistuva entsyymi 
 
ESI   Electrospray Ionization (eng.) 
   sähkösumutusionisaatio, MS-analytiikassa  
   käytetty "pehmeä" ionisaatiomenetelmä 
 
HLM   Human Liver Microsomes (eng.) 
   mm. CYP-entsyymejä sisältävä ihmisen maksasta 
   eristämällä valmistettu entsyymipreparaatti 
 
HTS   High Throughput Screening (eng.) 
   korkean suoritustehon seulontamenetelmä 
 
HPLC   High Performance Liquid Chromatography (eng.) 
   korkean erotuskyvyn nestekromatografia, metabo- 
   liatutkimuksissa usein käytetty yhdisteiden erottelu- 
   menetelmä 
 
LTQ   Linear Trap Quadrupole (eng.) 
   lineaarinen ioniloukku   
 
MALDI   Matrix-assisted Laser Desorption Ionization (eng.) 
   matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio,  MS-
   analytiikassa käytetty "pehmeä" ionisaatiomenetelmä 
 
MBI   Mechanism-Based Inhibition (eng.) 
   mekanismiin perustuva inhibitio 
 
 
 
 
 
MRM   Multiple Reaction Monitoring (eng.) 
   QqQ-laitteilla käytetty monen yhdisteen yhtäaikainen 
   analysointimenetelmä 
 
MS   Mass Spectrometry (eng.) 
   massaspektrometria, yhdisteiden tunnistamiseen ja 
   kvantitoimiseen metaboliatutkimuksissa usein
   käytetty analyysilaite 
 
NADPH   Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti 
   mm. CYP-entsyymien hapetus-pelkistysreaktioissa 
   tarvittava koentsyymi 
 
QTOF   Quadrupole Time-of-flight Mass Spectrometer (eng.) 
   kvadrupoli-lentoaikamassa-analysaattori 
 
QqQ   Triple Quadrupole Mass Spectrometer (eng.) 
   kolmoiskvadrupolimassa-analysaattori 
 
rhCYP   Recombinant Human CYP (eng.) 
   rekombinantti-DNA-teknologian avulla valmistettu
   CYP-isotsyymipreparaatti 
 
UHPLC   Ultra High Performance Liquid Chromatography (eng.) 
   ultrakorkean erotuskyvyn nestekromatografia 
 
UGT   UDP-glukuronyylitransferaasi 
   monien lääkeaineiden metaboliaan osallistuva entsyymi 
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KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
1. JOHDANTO 
 
Ihmisen elimistöön pääsee jatkuvasti vierasperäisiä aineita muun muassa ravinnon, 
hengitysilman ja muiden tahallisesti tai tahattomasti nautittujen aineiden mukana (Raunio ja 
Huupponen 2007). Kertyessään elimistöön nämä aineet voivat olla kudoksille haitallisia, joten 
niistä on päästävä eroon. Useimmat näistä vierasperäisistä aineista poistuvat elimistöstä 
erittymällä munuaisten kautta virtsaan tai ulosteen mukana. Monet vierasperäiset aineet, 
etenkin lääkeaineet, ovat kuitenkin hyvin rasvaliukoisia, jonka vuoksi ne imeytyvät 
munuaistiehyistä takaisin verenkiertoon eivätkä erity pois elimistöstä (Coleman 2010). 
Rasvaliukoiset aineet onkin ensin saatettava erityskelpoiseen muotoon muuttamalla niiden 
rakennetta. Tästä vastaa vierasainemetabolia. 
 
Vierasainemetaboliaa tapahtuu miltei kaikkialla elimistössä, etenkin maksassa, suolistossa, 
keuhkoissa, ihossa ja munuaisissa (Raunio ja Huupponen 2007). Näistä elimistä tärkein 
lääkeainemetabolian kannalta on maksa. Myös suolistossa tapahtuvalla metabolialla on 
merkitystä joidenkin lääkkeiden erittymisessä. Näiden elinten metabolinen kyky perustuu 
niiden korkeaan metaboliaentsyymipitoisuuteen (Parkinson ym. 2010). Lääkeaineiden, kuten 
muidenkin vierasaineiden, muuttuminen erityskelpoiseen muotoon tapahtuu 
metaboliaentsyymien katalyysin avulla. 
 
Lääkeainemetabolian kannalta tärkeimpiä entsyymejä ovat sytokromi P450 (CYP) -entsyymit, 
sillä arviolta 75 % lääkeaineista metaboloituu niiden kautta (King 2009). Suurin osa ihmisen 
57 CYP-entsyymistä metaboloi vain elimistön endogeenisiä aineita, mutta noin neljännes 
osallistuu lääkeaineiden metaboliaan. Näistä tärkeimmät ovat CYP-entsyymit 1A1, 1A2, 2A6, 
2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 ja 3A4, joista CYP3A4 metaboloi jopa puolta kaikista 
lääkeaineista. 
 
Monet lääkeaineet vaikuttavat CYP-entsyymien katalyyttiseen aktiivisuuteen joko vähentäen 
(inhibitio) tai nostaen (induktio) sitä (Walsky ja Boldt 2008). CYP-entsyymejä inhiboiva tai 
indusoiva lääkeaine voi tällöin aiheuttaa jonkin toisen samaan aikaan käytetyn lääkkeen ei-
halutun plasman lääkeainepitoisuuden laskun tai nousun. Tätä kutsutaan 
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metaboliavälitteiseksi lääkeaine-lääkeaineinteraktioksi (Drug-Drug Interaction, DDI). DDI:t 
voivat johtaa vakaviin haittavaikutuksiin ja sen myötä sairaalakäynteihin ja jopa kuolemiin 
(Lazarou ym. 1998). Tilannetta vielä hankaloittaa monien CYP-entsyymien geneettisen 
polymorfian tuomat vaihtelut entsyymien aktiivisuudessa, jonka vuoksi muuten haitaton DDI 
voi osoittautua vaaralliseksi (Zanger ym. 2008) 
 
Potilasturvallisuuden vuoksi uusille lääkeaineille tulee tehdä kattavat imeytymis-, jakautu-
mis-, metabolia- ja erittymistutkimukset (Absorbtion, Distribution, Metabolism and 
Excretion, ADME), joiden metaboliaosuuteen kuuluvat CYP-inhibitio ja -induktio (FDA 
2012, EMA 2013). CYP-inhibitiota ja -induktiota voidaan tutkia in vitro ja in vivo -
menetelmillä, ja kumpaakin voidaan tukea vielä tietokonelaskentaan perustuvilla in silico -
menetelmillä. Tämä pro gradu -tutkielma keskittyy CYP-entsyymien inhibition in vitro -
tutkimusmenetelmiin. 
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2. ENTSYYMIKINETIIKKAA 
 
In vitro -metaboliatutkimusten tuloksista voidaan ennustaa lääkeaineiden käyttäytymistä in 
vivo -tilanteessa (Iwatsubo ym. 1997, White 1998). Tulosten perusteella voidaan esimerkiksi 
ennustaa maksapuhdistumaa, jota tarvitaan muun muassa annoskokoa valittaessa tai CYP-
välitteistä DDI:n mahdollisuutta arvioitaessa. Ennen kuin minkäänlaisia johtopäätöksiä tai 
edes metaboliatutkimuksia voi luotettavasti tehdä, on kuitenkin ymmärrettävä hieman 
metaboliareaktioiden taustalla olevaa entsyymikinetiikan teoriaa. 
 
2.1 Michaelis-Menten -kinetiikka 
 
Monien lääkeainemetaboliaentsyymien, kuten CYP-entsyymien, metaboliareaktiot 
noudattavat kaavaa 1 (Locuson ja Tracy 2008). Kaavassa entsyymi E ja substraatti S 
muodostavat entsyymi-substraattikompleksin ES, jonka seurauksena syntyy tuote P. k1 ja k-1 
ovat nopeusvakioita entsyymi-substraattikompleksin muodostumiselle ja sen hajoamiselle 
takaisin lähtöaineiksi. k2 on katalyyttinen vakio, joka kuvaa sitä substraattimolekyylien 
määrää, jonka yksi entsyymimolekyyli muuttaa tuotteiksi aikayksikköä kohden. Kaavaa 1 
käytettäessä oletetaan, että kaikki reaktiot ovat palautuvia ja että entsyymi-
substraattikompleksin muodostuminen on välttämätöntä tuotteen muodostumiselle. 
 
Kaava 1. Entsyymikatalyysin kineettinen kaava (Locuson ja Tracy 2008). E = entsyymi, S = 
substraatti, ES = entsyymi-substraattikompleksi, P = tuote. k-1, k1 ja k2 = reaktioiden nopeusvakioita. 
 
 
Nykypäivän entsymologian oppi perustuu yhtälöön 1, joka on nimetty keksijöidensä mukaan 
Michaelis-Menten -yhtälöksi (Locuson ja Tracy 2008). Yhtälössä v on reaktion nopeus, [S] 
on substraatin pitoisuus, Vmax on reaktion maksiminopeus ja Km on Michaelis-vakio eli 
substraattipitoisuus, jolla saavutetaan puolet reaktion maksinopeudesta. Km-vakio voidaan 
johtaa kaavan 1 nopeusvakioita käyttäen (Km = (k-1 + k2)/ k1) olettaen, että reaktio on 
tasapainossa. Yhtälön käyttöön liittyvät myös oletukset, että kaikki entsyymi-
substraattikompleksiin vaikuttavat nopeusvakiot tasapainottuvat nopeasti reaktion alettua ja 
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että entsyymillä on vain yksi substraattia sitova alue, johon voi sitoutua vain yksi 
substraattimolekyyli kerrallaan (Tracy 2008). 
 
Yhtälö 1. Michaelis-Menten -yhtälö (Locuson ja Tracy 2008). v = reaktion nopeus, Vmax = reaktion 
maksiminopeus, [S] = substraatin pitoisuus. Km = Michaelis-vakio. 
 
 
Michaelis-Menten -yhtälöä noudattava katalyysireaktion kuvaaja muodostaa hyperbelin, kun 
x-akselille merkitään substraattipitoisuus ja y-akselille reaktion nopeus (kuva 1). Vmax-arvo 
kuvaa reaktion maksiminopeutta, joka sijoittuu hyperbelin x-akselin suuntaiselle 
asymptootille. Km-arvo kuvaa substraattipitoisuutta, jolla saavutetaan puolet reaktion 
maksinopeudesta. 
 
 
Kuva 1. Esimerkkikuvaaja Michaelis-Menten yhtälöä noudattavasta reaktiosta. Vmax = reaktion 
maksiminopeus, Km = Michaelis-vakio. 
 
Vmax- ja Km-arvojen avulla saadaan arvio entsyymikohtaisesta ominaispuhdistumasta (CLint), 
kuten yhtälöstä 2 nähdään (Rane ym. 1977, Houston 1994). Ominaispuhdistuma kuvaa 
entsyymin kykyä metaboloida lääkeainetta, kun verenvirtaus tai proteiiniin sitoutuminen eivät 
ole rajoittavina tekijöinä. In vitro -kokeissa määritetyllä ominaispuhdistumalla voidaan siis 
tehdä ennusteita in vivo -maksapuhdistumasta, ja sitä kautta voidaan arvioida tarvittavaa 
annosta sekä ennustaa lääkeaineen jakautumista. 
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Yhtälö 2. Ominaispuhdistuman määritys in vitro -metaboliaparametrien avulla (Rane ym. 1977). 
CLint = ominaispuhdistuma, Vmax = reaktion maksiminopeus, Km = Michaelis-vakio, v = reaktion 
nopeus, [S] = substraattipitoisuus. 
 
2.2 Inhibition kinetiikkaa 
 
Inhibiittori on molekyyli, joka sitoutuu entsyymiin tai entsyymi-substraattikompleksiin estäen 
substraatin muuttumisen metaboliitiksi (Tracy 2008). Se, liittyykö inhibiittori suoraan 
entsyymiin, entsyymi-substraattikompleksiin vai molempiin, riippuu inhibiittorin tyypistä. 
Inhibiittorin läsnäolo reaktiossa vaikuttaa Km- ja Vmax-arvoihin ja näiden kautta myös 
ominaispuhdistumaan. Tässä kappaleessa käsitellään eri inhibitiotyyppejä sekä niiden 
vaikutuksia Km- ja Vmax-arvoihin. Kemiallisten yhdisteiden jaottelu inhibitiotyyppeihin ei 
kuitenkaan ole yksiselitteistä, sillä useimmiten niillä on usealle eri inhibitiotyypille ominaisia 
piirteitä, jotka myös vaihtelevat yhdisteen pitoisuuden muuttuessa (Nekvindova ym. 2006). 
Luokittelu tapahtuukin yleensä hallitsevimman inhibitiotyypin ominaisuuden mukaan. 
 
2.2.1 Kompetetiivinen inhibitio 
 
Kompetetiivinen eli kilpaileva inhibitio on yleisin ja yksinkertaisin inhibitiomuoto (Wienkers 
ja Heath 2005). Siinä substraatti ja inhibiittori kilpailevat samasta sitoutumispaikasta 
entsyymissä. Tämä voidaan havainnollistaa kaavan 2 avulla, josta nähdään, että inhibiittorin I 
sitoutuessa entsyymiin, muodostuu entsyymi-inhibiittorikompleksi EI, joka ei voi enää sitoa 
substraattia ja metaboliitin muodostus estyy. Kaavassa Ki on inhibitiovakio, joka kuvaa 
inhibiittorin kykyä muodostaa entsyymi-inhibiittorikompleksi. Ki voidaan laskea yhtälön 3 
avulla. Koska kompetetiivinen inhibitio on reversiibeliä, inhibitiovaikutus voidaan kumota 
lisäämällä substraatin määrää, jolloin entsyymi-inhibiittorikompleksi hajoaa takaisin vapaaksi 
entsyymiksi ja inhibiittoriksi. Kompetetiivinen inhibitio ei aiheuta muutosta reaktion 
maksiminopeuteen, mutta se suurentaa Km-arvoa (Tracy 2008). Toisin sanoen 
kompetetiivisessa inhibitiossa Vmax- ja Km-arvojen suhde pienenee. CYP-entsyymejä 
kompetetiivisesti inhiboivia tunnettuja lääkeaineita ovat esimerkiksi kinidiini (CYP2D6) ja 
sulfafenatsoli (CYP2C9) (Broly ym. 1989, Bourrie ym. 1996). 
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Kaava 2. Kompetetiivinen inhibitio (Tracy 2008). E = entsyymi, I = inhibiittori, S = substraatti, ES 
= entsyymi-substraattikompleksi, EI = entsyymi-inhibiittorikompleksi, P = tuote, Ki = inhibitiovakio 
 
 
 
Yhtälö 3. Kompetetiivisen inhibition kineettinen yhtälö (Tracy 2008). V = reaktion nopeus 
substraattipitoisuuden ollessa S, Vmax = reaktion maksiminopeus, Km = Michaelis-vakio, S = 
substraattipitoisuus, I = inhibiittoripitoisuus, Ki = inhibitiovakio. 
 
 
2.2.2 Unkompetetiivinen inhibitio 
 
Unkompetetiivinen eli ei-kilpaileva inhibiittori sitoutuu entsyymi-substraattikompleksiin, 
kuten kaavasta 3 nähdään (Tracy 2008). Kaavassa Kiu on unkompetetiivinen inhibitiovakio, 
joka kuvaa inhibiittorin kykyä muodostaa entsyymi-substraatti-inhibiittorikompleksi. 
Unkompetetiivisessa inhibitiossa Vmax ja Km laskevat samassa suhteessa, joten niiden välinen 
suhde pysyy samana. CYP-entsyymejä unkompetetiivisesti inhiboivia yhdisteitä ovat 
esimerkiksi kasviperäinen kversetiini (CYP3A4) ja HIV-lääkkeenä käytetty adefoviiri 
(CYP2C9) (Ring ym. 1994, Nekvindova ym. 2006). 
 
Kaava 3. Unkompetetiivinen inhibitio (Tracy 2008). E = entsyymi, I = inhibiittori, S = substraatti, 
ES = entsyymi-substraattikompleksi, ESI = entsyymi-substraatti-inhibiittorikompleksi, P = tuote, Kiu 
= unkompetetiivinen inhibitiovakio. 
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2.2.3 Sekatyypin inhibitio 
 
Sekatyypin (mixed-type) inhibiittori, esimerkiksi mielialalääkkeenä käytetty paroksetiini, on 
kompetetiivisen ja unkompetetiivisen inhibiittorin yhdistelmä (Hara ym. 2005). Sekatyypin 
inhibiittori voi siis sitoutua vapaaseen entsyymiin tai entsyymi-substraattikompleksiin (Kaava 
4). Sekatyypin inhibitio eroaa kompetetiivisesta inhibitiosta myös siinä, että entsyymi-
inhibiittorikompleksi voi sitoa substraatin. Tällöin on mahdollista, että inhibiittori irtoaa 
kompleksista ja metaboliareaktio tapahtuu (Tracy 2008). Kaavassa Kic kuvaa inhibition 
kompetetiivista ja Kiu unkompetetiivista puolta. Sekatyypin inhibitiossa Vmax laskee, mutta Km 
voi nousta tai laskea riippuen siitä, sitoutuuko inhibiittori ennemmin vapaaseen entsyymin vai 
entsyymi-substraattikompleksiin. 
 
Kaava 4. Sekatyypin inhibitio (Tracy 2008). E = entsyymi, I = inhibiittori, S = substraatti, EI = 
entsyymi-inhibiittorikompleksi, ES = entsyymi-substraattikompleksi, ESI = entsyymi-substraatti-
inhibiittorikompleksi, P = tuote, Kic = kompetetiivinen inhibitiovakio, Kiu = unkompetetiivinen 
inhibitiovakio 
 
 
2.2.4 Nonkompetetiivinen inhibitio 
 
Nonkompetetiivinen inhibitio on sekatyypin inhibition erikoistapaus, jossa inhibiittori 
sitoutuu yhtä helposti vapaaseen entsyymiin ja entsyymi-substraattikompleksiin (Hollenberg 
2008). Tämä tarkottaisi sitä, että kaavan 4 Kic ja Kiu olisivat yhtä suuret, jolloin Vmax laskisi ja 
Km ei muuttuisi. Nonkompetetiivisella inhibitiolla ei kuitenkaan ole käytännön merkitystä 
lääkeainevälitteisen CYP-inhibition kannalta sen harvinaisuuden vuoksi. 
 
2.2.5 Mekanismiin perustuva inhibitio 
 
Mekanismiin perustuvalla inhibiittorilla tarkoitetaan yhdistettä, joka entsyymiin sitoutuessaan 
metaboloituu reaktiiviseksi välimuodoksi I', joka muodostaa entsyymin kanssa tiukan (yleensä 
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kovalenttisen) sidoksen EI" estäen substraatin sitoutumisen pysyvästi (Szewczuk ym. 2004, 
Zhou ym. 2007). Tämä ilmiö voidaan havainnollistaa kaavan 5 avulla, josta nähdään myös, 
että osa reaktiivisesta välimuodosta muodostaa entsyymin katalysoimana tuotteen P, joka ei 
aiheuta inhibitiota (Zhang ym. 2008) Tämä ja reaktion monivaiheisuus hidastavat inhibition 
muodostumista, minkä takia maksimaalinen inhibitio havaitaan muita inhibitiomuotoja 
hitaammin. Mekanismiin perustuvaa inhibitiota kutsutaan myös ajasta riippuvaksi 
inhibitioksi. Kaavassa k1, k-1 k2, k3 ja k4 kuvaavat nopeusvakioita vastaavien kompleksien 
muodostumiselle tai hajoamiselle. Reaktiivisen välimuodon ja entsyymin välisen pysyvän 
sidoksen vuoksi mekanismiin perustuva inhibitio on siis irreversiibeliä toisin kuin aiemmin 
mainitut inhibitiomuodot eikä sen vaikutusta voida kumota lisäämällä sitoutumispaikasta 
kilpailevan substraatin määrää. Hyvin tunnettuja mekanismiin perustuvia inhibiittoreita ovat 
esimerkiksi CYP1A2:a inhiboiva furafylliini ja CYP2B6:a inhiboiva tiklopidiini (Kunze ja 
Trager 1993, Nishiya ym. 2008). 
 
Kaava 5. Mekanismiin perustuva inhibitio (Tracy 2008). E = entsyymi, I = inhibiittori, EI = 
entsyymi-inhibiittorikompleksi, P = tuote, I' = inhibiittorin reaktiivinen välimuoto, EI" = entsyymin ja 
reaktiivisen metaboliitin muodostava palautumaton entsyymi-inhibiittorikompleksi. k1, k-1 k2, k3 ja k4 
= reaktioiden nopeusvakioita. 
 
 
2.2.6 Inhibitioparametrien merkitys 
 
Ki on inhibitiovakio, joka saadaan yhtälöstä Ki = [E][I] / [EI] (kaava 2). Ki on siis entsyymi-
inhibiittorikompleksin dissosiaatiovakio, joka kuvaa sitä inhibiittoripitoisuutta, jolla puolet 
vapaista entsyymimolekyyleistä on muodostanut entsyymi-inhibiittorikompleksin (Tracy 
2008). Mitä pienempi inhibiittorin Ki-arvo on, sitä voimakkaammin se inhiboi kyseistä 
entsyymiä. Inhibiittorin Ki-arvo on siis entsyymikohtainen, mutta ei riippuvainen entsyymi- 
tai substraattipitoisuudesta, minkä vuoksi yhdisteiden määritettyjä Ki-arvoja voidaan verrata 
keskenään, vaikka määritykset olisivat eri tutkimusryhmien tekemiä. Ki-arvon määrittäminen 
on oleellista tutkittaessa inhibiittorin vaikutusta metaboliareaktion kulkuun. Esimerkiksi 
kompetetiivisessa inhibitiossa inhibiittorin pitoisuus [I] ja Ki-arvo antavat reaktiolle 
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näennäisen Km-arvon, joka voidaan laskea seuraavasti: Km(app) = Km(1 + ([I] / Ki). Näennäinen 
Km-arvo muuttaa ominaispuhdistuman laskentaa, jolloin inhibition muuttama 
ominaispuhdistuma (CLint(i)) voidaan laskea yhtälön 4 mukaan.  
 
Yhtälö 4. Kompetetiivisen inhibition vaikutus ominaispuhdistumaan (Rowland ja Matin 1973). 
CLint(i) = inhibition muuttama ominaispuhdistuma, Vmax = reaktion maksiminopeus, Km = Michaelis-
vakio, [I] = inhibiittoripitoisuus, Ki = inhibitiovakio. 
 
 
 
IC50-arvo kuvaa inhibiittorin pitoisuutta, jolla saavutetaan puolet substraattimetabolian 
maksimi-inhibitiosta tietyssä entsyymi- ja substraattipitoisuudessa (Cheng ja Prusoff 1973). 
Eri tutkimuksissa määritettyjä yhdisteiden IC50-arvoja ei voida vertailla yhtä helposti 
keskenään, jos tutkimusolosuhteet eivät ole samat. IC50-arvon etuna on kuitenkin se, että sen 
määrittämiseen tarvitaan vain yksi substraattipitoisuus, kun taas Ki-arvon määrittämiseen 
tarvitaan monia substraattipitoisuuksia useiden inhibiittoripitoisuuksien lisäksi (Kunze ym. 
1996, Turpeinen ym. 2004). Tästä syystä IC50-arvon määritystä käytetäänkin 
lääketutkimuksen varhaisessa vaiheessa tutkittavan yhdisteen CYP-inhibitiopotentiaalin 
arvioimiseen, kun taas tarkemmat in vivo –ennustukset ja inhibitiomekanismin tutkinta 
vaativat Ki-arvon määrityksen (White 2000, Obach ym. 2006, Fowler ja Zhang 2008). 
Kompetetiivisen inhibiittorin Ki-arvo voidaan laskea myös IC50-arvon avulla käyttäen Cheng-
Prusoff -yhtälöä (yhtälö 5). Kun tutkittavan yhdisteen Ki-arvo on määritetty ja vahvimmasta 
kliinisestä lääkeaineen plasmapitoisuudesta ([I]) on arvio, voidaan kompetetiivisen inhibition 
aiheuttama interaktio ennustaa taulukon 1 mukaan.  
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Yhtälö 5. Cheng-Prusoff -yhtälö (Cheng ja Prusoff 1973).  Ki = inhibitiovakio, IC50 = inhibiittori-
pitoisuus, jolla entsyymiaktiivisuus laskee 50 %:iin, [S] = substraattipitoisuus, Km = Michaelis-vakio. 
 
 
 
 Taulukko 1. Kompetetiivisen CYP-inhibition aiheuttaman interaktioriskin 
ennustaminen Ki-arvon avulla. 
[I]/Ki Interaktion ennuste 
[I]/Ki > 1 Todennäköinen 
1 > [I]/Ki > 0,1 Mahdollinen 
0,1 > [I]/Ki Epätodennäköinen 
 Lähde: Bjornsson ym. 2003 
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3. CYP-INHIBITION TUTKIMINEN IN VITRO 
 
3.1 Tärkeimpien kineettisten parametrien määritys 
 
Ennen varsinaisten inhibitioparametrien määritystä on osoitettava, että metaboliitin 
muodostus on lineaarista entsyymipitoisuuden ja inkubaatioajan suhteen (Bjornsson ym 2003, 
FDA 2006, Zhang ja Kaminsky 2008). Esimerkiksi mikrosomaalista proteiinilähdettä 
käytettäessä sopivan entsyymipitoisuuden valitsemiseksi yleensä kokeillaan pitoisuuksia 
väliltä 0,05—1 mg/ml. Inkubaatioaika tulee optimoida kokeilemalla ainakin kuutta 
aikapistettä väliltä 0—60 minuuttia. Yleensä proteiinipitoisuudeksi ja inkubaatioajaksi 
valitaan mahdollisimman pienet arvot, joilla seuraavat ehdot täyttyvät: metaboliitin 
muodostus on lineaarista, metaboliittia muodostuu tarpeeksi tarkkoja pitoisuusmäärityksiä 
varten ja substraatin ja inhibiittorin hajoaminen ei ylitä 20 %:a. Mikrosomipitoisuus on hyvä 
pitää mahdollisimman alhaisena myös substraatin ei-spesifisen proteiinisitoutumisen 
vähentämiseksi (Parkinson ym 2011). Lisäksi liuottimien osuus metaboliareaktioissa ei saisi 
ylittää 1 % tilavuudesta, sillä orgaaniset liuottimet inaktivoivat CYP-entsyymejä (Busby ym. 
1998, Chauret ym. 1998, Easterbrook ym. 2001, Li ym. 2010). 
 
Myös muut reaktiossa käytettävät reagenssit, kuten puskuri, metaboliareaktion aloittamiseen 
käytettävä koentsyymi, reaktion lopettamiseen käytettävä liuotin ja niiden määrät on 
vakioitava. Näistä käytetyimpiä ovat vastaavassa järjestyksessä 100 mM 
kaliumfosfaattipuskuri (pH 7.4), 1 mM NADPH ja 50—200 µl asetonitriiliä tai metanolia 
(Cohen ym. 2003, Di ym. 2007, Kim ym. 2005, Kozakai ym. 2012, Lin ym. 2007). 
Liuottimen pitoisuus ja reaktiotilavuus tulee olla sama kaikissa näytteissä ja näytteiden 
käsittelyyn liittyvät vaiheet, esimerkiksi sekoitus ja varastointi, tulee tehdä samalla tavalla. 
Metaboliareaktiokokeiden inkubaatiot tulee suorittaa entsyymien luonnollisessa +37 °C 
toimintalämpötilassa (ruumiinlämpö). On myös suositeltavaa, että kaikki näytteet tehdään 
kolmena rinnakkaisena sarjana ja että pitoisuuksia määritettäessä käytetään sisäistä standardia 
näytteen käsittely- tai analyysivaiheessa mahdollisesti tapahtuvien virheiden havaitsemiseksi 
varsinkin käytettäessä nestekromatografia-massaspektrometriaan perustuvaa analytiikkaa. 
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3.1.1 Vmax- ja Km-arvot 
 
Ennen inhibitioparametrien määritystä metaboliareaktioille tulee määrittää Vmax- ja Km-arvot. 
Nämä saadaan inkuboimalla 6—8 substraattipitoisuutta, joista pienimmät ovat selvästi alle ja 
suurimmat selvästi yli oletetun Km-arvon (Bjornsson ym. 2003, Zhang ja Kaminsky 2008). 
Näytteistä määritetään muodostuneen metaboliitin määrä, jonka jälkeen voidaan laskea 
reaktionopeus (esimerkiksi nmol/min/mg proteiinia). Tuloksista muodostetaan kuvan 1 
mallinen xy-kuvaaja tietokonelaskennallisella nonlineaarisella regressioanalyysilla, jonka 
avulla määritetään ja Vmax- Km-arvot. Koetinsubstraatteina tulee käyttää yhdisteitä, jotka ovat 
mahdollisimman CYP-selektiivisiä eli yhdisteitä, jotka metaboloituvat pääasiassa vain yhden 
CYP-entsyymin kautta. Varsinkin lääkeainekehitykseen liittyvissä inhibitiokokeissa on 
kannattavaa käyttää viranomaisten hyväksymiä substraatteja (Taulukko 2). Taulukosta 
nähdään, etteivät kaikki viranomaisten suosittelematkaan substraatit ole täysin CYP-
selektiivisiä. Esimerkiksi S-mefenytoiini on hyväksytty sekä CYP2B6:n että CYP2C19:n 
koetinsubstraatiksi. 
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Taulukko 2. Viranomaisten suosittelemia koetinsubstraatteja ja kontrolli-inhibiitoreita in vitro -
inhibitiotutkimuksiin. 
CYP Ensisijaiset 
substraatit 
Hyväksytyt 
substraatit 
Ensisijaiset 
kontrolli-
inhibiittorit 
Hyväksytyt 
kontrolli-
inhibiittorit 
1A2 Fenasetiini Etoksiresorufiini 
Teofylliini 
Kofeiini 
Takriini 
Furafylliini α-naftoflavoni 
2A6 Kumariini 
Nikotiini 
 Tranyylisypromiini 
Metoksaleeni 
Pilokarpiini 
Tryptamiini 
2B6 Efavirentsi 
Bupropioni 
Propofoli 
S-mefenytoiini 
 Sertraliini 
Fensyklidiini 
Tiotepa 
Klopidogreeli 
Tiklopidiini 
2C8 Paklitakseli Amodiakiini 
Rosiglitatsoni 
Montelukasti 
Kersetiini 
Trimetopriimi 
Gemfibrotsiili 
Rosiglitatsoni 
Pioglitatsoni 
2C9 Tolbutamidi 
S-varfariini 
Diklofenaakki 
Flurbiprofeeni 
Fenytoiini 
Sulfafenatsoli Flukonatsoli 
Fluvoksamiini 
Fluoksetiini 
2C19 S-mefenytoiini Omepratsoli 
Fluoksetiini 
 Tiklopidiini 
Nootkatoni 
2D6 Bufuraloli 
Dekstrometorfaani 
Debrisokiini Kinidiini  
2E1 Klooritsoksatsoni P-nitrofenoli 
Lauriinihappo 
Aniliini 
 Klometiatsoli 
Diallyylisulfidi 
3A4 Midatsolaami 
Testosteroni  
Erytromysiini 
Dekstrometorfaani 
Triatsolaami 
Terfenadiini 
Nifedipiini 
Ketokonatsoli 
Itrakonatsoli 
Atsamuliini 
Troleandomysiini 
Verapamiili 
Lähde: FDA 2006 
 
3.1.2 IC50-arvo 
 
IC50-arvoja määritettäessä substraattipitoisuus tulee olla lähellä sen Km-arvoa tai sen alle 
(Bjornsson ym. 2003, FDA 2006).  Näin varmistetaan, ettei reaktio ole substraatin suhteen 
saturoitunut, ja inhibiittorin vaikutus reaktioon voidaan havaita. Substraattia inkuboidaan 
yleensä 5—30 min käyttäen kuudesta kahdeksaan eri inhibiittoripitoisuutta, jotka vaihtelevat 
normaalisti 1 nM—100 µM välillä. Tarkemmat IC50-arvon määritykset vaativat useamman 
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inhibiittoripitoisuuden käytön, kun taas esimerkiksi lääkekehityksen alkuvaiheen 
inhibitiopotentiaalin seulontavaihe voidaan tehdä vain muutamalla eri pitoisuudella tai 
käyttäen vain yhtä pitoisuutta ajan säästämiseksi (Lin ym. 2007). Kokeisiin tulee myös 
sisällyttää näyte ilman inhibiittoria ja asianmukaiset kontrollinäytteet, jotka sisältävät 
puuttuvan reagenssin tilalla vastaavaa liuotinta. Kontrollinäytteinä voi käyttää esimerkiksi 
näytettä ilman NADPH:a, entsyymiä tai substraattia. Menetelmä on myös osoitettava 
päteväksi käyttämällä tunnettua CYP-selektiivistä inhibiittoria (kontrolli-inhibiittori). 
 
Näytteistä mitataan muodostuneen metaboliitin määrä, jota verrataan täysreaktiossa (reaktio 
ilman inhibiittoria) muodostuneeseen metaboliittimäärään (Shou ja Dai 2008). Näistä 
suhteellisista entsyymiaktiivisuusluvuista muodostetaan xy-kuvaaja, jonka y-akseli kuvaa 
entsyymiaktiivisuutta ja x-akseli inhibiittorin pitoisuuden kymmenkantaista logaritmia (kuva 
2). Tutkittavan yhdisteen IC50-arvo määritetään tuloksista nonlineaarisen regression avulla 
käyttäen esimerkiksi yhtälöä 6. Graafisesti katsottuna IC50-arvo jää sigmoidaalisen 
inhibitiokäyrän tasannevaiheiden puoliväliin. 
 
 
Kuva 2. Esimerkki inhibitiokuvaajasta. IC50-arvo sijoittuu inhibitiokäyrälle tasannevaiheiden 
puoliväliin. 
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Yhtälö 6. Esimerkki IC50-arvojen määrityksissä käytetystä nonlineaarisen regression yhtälöstä 
(GraphPad 2013). Y = entsyymiaktiivisuus , X = Inhibiittoripitoisuuden 10-kantainen logaritmi, Top 
ja Bottom = Y:n arvot tasannevaiheissa, LogIC50 = Top ja Bottom -arvojen puoliväliin sijoittuvan 
inhibiittorin konsentraation kymmenkantainen logaritmi. 
 
𝑌 = 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚 + 𝑇𝑜𝑝 − 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚1 + 10𝑋−𝐿𝑜𝑔𝐼𝐶50 
 
3.1.3 Ki-arvo 
 
Ki-arvon määritys muistuttaa hyvin paljon IC50-arvon määritystä, mutta se on  hieman 
työläämpi, sillä sitä tehdessä inhibiittoria pitää inkuboida monessa eri pitoisuudessa 
substraattipitoisuuden vaihdellessa (Shou ja Dai 2008). Näiden substraattipitoisuuksien tulee 
vaihdella Km-arvon molemmin puolin. Koe vastaa siis käytännössä IC50-arvon määritystä 
monella substraattipitoisuudella. Näytteistä mitataan muodostuneen metaboliitin määrä ja 
nämä tulokset sovitetaan kompetetiivisen inhibition nonlineaariseen regressiomalliin. Jos 
tulokset eivät sovi malliin hyvin, voidaan sitä sovittaa unkompetetiivisen,  
nonkompetetiivisen tai sekatyypin inhibition malliin. Näin voidaan samalla selvittää, mihin 
inhibiittoriluokkaan tutkittava aine kuuluu. Ki-arvon määritykseen vaaditun suuren työmäärän 
vuoksi sitä ei yleensä tehdä lääkeaineen kehityksen alkuvaiheessa. 
 
3.1.4 Mekanismiin perustuvan inhibition parametrit  
 
Mekanismiin perustuvalle inhibiittorille määritetään IC50- ja Ki-arvojen sijasta Kinact- ja KI-
arvot, joiden avulla voidaan ennustaa lääkeaineinteraktioita. Kinact-arvo kuvaa 
mekanismiperäisen inhibiittorin entsyymikohtaista maksimaalista inaktivaationopeutta ja KI-
arvo inhibiittorin pitoisuutta, jolla saadaan aikaan puolet maksimaalisesta inaktivaatiosta 
(Mayhew ym. 2000, Lu ym. 2003). Kinact- ja KI-arvojen määritysten koeolosuhteet ovat 
monilta osin samanlaiset kuin kompetetiivisten inhibiittorien parametrejä määrityksessä. 
Oleellisena erona koejärjestelyissä on esi-inkubaatio ilman substraattia. Esi-inkubaatiossa 
useita pitoisuuksia (esim. 0, 10, 25, 50, 100 ja 200 µM) inhibiittoria inkuboidaan entsyymin 
kanssa esimerkiksi 30 minuuttia NADPH-koentsyymiä sisältävissä näyteputkissa ja näistä 
siirretään tietyin aikavälein (esim. 0, 5, 10, 20 ja 30 min) pieni osa näytettä substraattia 
sisältäviin näyteputkiin tarkoituksena laimentaa inhibiittoripitoisuutta yleensä 10—20-
kertaisesti. Näin muodostuneita substraattia sisältäviä näytteitä inkuboidaan lyhyempi aika 
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(5—10 min), kunnes reaktiot lopetetaan lisäämällä sopivaa liuotinta. Pienentämällä 
inhibiittorin määrää laimennusvaiheella pyritään estämään inhibiittorin kompetetiivisen 
inhibition vaikutus jälkimmäisessä inkubaatiossa (Grimm ym. 2009). Lopuksi näytteistä 
mitataan muodostuneen metaboliitin määrä ja verrataan vastaavaan näytteeseen, joka on 
inhibiittorin sijaan sisältänyt vain liuotinta. 
 
Mittaustuloksista muodostetaan kuvan 3 kaltainen kuvaaja, jossa y-akselilla on 
prosentuaalisen entsyymiaktiivisuuden kymmenkantainen logaritmi ja x-akselilla esi-
inkubaatioaika minuuteissa (Shou ja Dai 2008). Eri inhibiittoripitoisuuksille muodostetaan 
suorat lineaarisen regression avulla. Suorien kulmakertoimien vastaluvuista saadaan jokaiselle 
inhibiittoripitoisuudelle näennäinen inaktivaation nopeusvakio kobs (min-1). kobs-arvot 
sijoitetaan uudelle kuvan 4 mukaiselle xy-kuvaajalle inhibiittoripitoisuuden suhteen ja 
inhibiittorille määritetään Kinact- ja KI-arvot nonlineaarisen regressioanalyysin avulla käyttäen 
yhtälöä 7. 
 
Yhtälö 7. Mekanismiin perustuvan inhibiittorin Kinact- ja KI-arvojen määrittämiseen käytetty 
kineettinen yhtälö. kobs = näennäinen inaktivaation nopeusvakio, Kinact = maksimaalinen inaktivaatio, 
[I] = inhibiittoripitoisuus, KI = inhibiittoripitoisuus, jolla saavutetaan puolet maksimaalisesta 
inaktivaatiosta. 
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Kuva 3. Näennäisten inaktivaation nopeusvakioiden (kobs) määrittäminen (muokattu lähteestä 
Shou ja Dai 2008). Mekanismiin perustuvalle inhibiittorille saadaan kobs-arvot eri pitoisuuksille 
suorien kulmakertoimien vastaluvuista (-kk). 
 
 
Kuva 4. Kinact- ja KI-arvojen määrittäminen kobs-arvojen avulla käyttäen nonlineaarista 
regressioanalyysia (muokattu lähteestä Shou ja Dai 2008). Kuvaaja on muodostettu kuvan 3 kobs-
arvojen pohjalta käyttäen yhtälöä 7. 
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3.2 Entsyymilähteet 
 
Inhibitiotutkimuksissa käytettävän CYP-entsyymilähteen valinta kannattaa harkita tarkkaan, 
sillä se vaikuttaa tutkimuksen kaikkiin muihin osa-alueisiin, kuten esimerkiksi substraattien ja 
analyysimenetelmän valintaan. Valintaan vaikuttavat myös tutkimuksen tarkoitus, 
lääkekehityksen vaihe sekä entsyymilähteen saatavuus (Brandon ym. 2003, Lahoz ym. 2008). 
Käytetyimpiä entsyymilähteitä CYP-inhibition tutkimisessa ovat ihmisen maksan mikrosomit 
(Human Liver Microsomes, HLM), yhdistelmä-DNA-tekniikalla valmistetut ihmisen CYP-
isotsyymit (recombinant expressed human CYP isozymes, rhCYP) ja hepatosyytit. Jokaisella 
eri entsyymilähteellä on omat vahvuutensa ja heikkoutensa, jotka on koottu taulukkoon 3. 
 
Taulukko 3. Entsyymilähteiden edut ja haitat CYP-inhibitiokokeiden kannalta. 
Entsyymilähde Edut Haitat Muuta 
HLM - Hyvä saatavuus 
- Edullisia 
- Helppo käyttää ja 
säilyttää 
- Hyvin standardoitu 
- Viranomaisten 
suosittelema 
- Vaatii NADPH:n 
lisäämisen 
- CYP-entsyymien  
ylikonsentroituminen 
- Maksan 
kolmiulotteisen 
rakenteen 
puuttuminen 
- Vain CYP-, UGT- 
ja FMO-entsyymit 
-  'Poolaus' 
mahdollista 
yksilöiden välisten 
erojen 
vähentämiseksi 
rhCYP-isotsyymit - Hyvä saatavuus 
- Edullisia 
- Helppo käyttää 
- Viranomaisten 
hyväksymä 
- Voidaan yhdistää 
HTS-menetelmään 
- Voidaan valmistaa 
ilmentämään eri 
genotyyppejä 
- Vaatii NADPH:n 
lisäämisen 
- Maksan 
kolmiulotteisen 
rakenteen 
puuttuminen 
- Toistaikseksi 
saatavilla vain CYP-, 
UGT- ja FMO-
entsyymit 
 
Hepatosyytit - Sisältää 
kuljettajaproteiinit ja 
kofaktorit 
- Kuvaa paremmin in 
vivo -tilannetta 
- Huono saatavuus 
- Kalliita 
- Hankala käyttää 
- Maksan 
kolmiulotteisen 
rakenteen 
puuttuminen 
- Sisältää kaikki 
maksan 
lääkeainemetabolia-
entsyymit 
- Induktiokokeet 
mahdollisia 
- Suspensiosolujen 
'poolaus' mahdollista 
yksilöiden välisten 
erojen vähentämi-
seksi 
Lähteet: Bjornsson ym. 2003, Brandon ym. 2003, Plant 2004, Lahoz ym. 2008, FDA 2012, EMA 2013. 
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3.2.1 Mikrosomit 
 
Mikrosomit ovat solulimakalvostosta muodostuvia vesikkeleitä, jotka valmistetaan 
hajotetuista soluista sentrifugoinnin avulla (Voet ja Voet 2011). Metaboliatutkimuksissa 
käytetyt mikrosomit erotellaan maksan soluista niiden korkean 
metaboliaentsyymipitoisuuksien vuoksi. Valmistuksen jälkeen mikrosomisuspensiot 
varastoidaan -80 °C:ssa, jossa ne säilyvät käyttökelpoisena useita vuosia (Pearce ym. 1996).  
Ihmisen maksasta valmistetut mikrosomit ovat käytetyin entsyymilähde CYP-entsyymien in 
vitro inhibitiotutkimuksissa (Bjornsson ym. 2003, Lahoz ym. 2008, Foti ym. 2010). HLM-
preparaattien etuihin voidaan lukea niiden helppo käytettävyys, hyvä saatavuus, edullisuus 
sekä standardoitujen menetelmien olemassa olo. Näistä syistä myös viranomaiset suosittelevat 
HLM-preparaatteja käytettäväksi CYP-inhibitiotutkimuksiin (FDA 2012, EMA 2013). 
 
Mikrosomien merkittävimpinä haittapuolina ovat CYP-entsyymien liian suuri suhteellinen 
pitoisuus verrattuna in vivo -tilanteeseen sekä maksan kolmiulotteisen rakenteen puute, jotka 
vaikeuttavat in vivo -metaboliaparametrien ennustamista (Brandon ym. 2003, Plant 2004). 
Koska mikrosomit koostuvat solulimakalvostosta, ne sisältävät lääkeainemetabolia-
entsyymeistä vain CYP-entsyymit, flaviinimono-oksygenaasin (FMO) ja UDP-
glukuronyylitransferaasin (UGT), minkä vuoksi mikrosomeilla ei voida tutkia muiden 
lääkeainemetaboliaan osallistuvien entsyymien toimintaa. Mikrosomit eivät myöskään sisällä 
CYP-entsyymien energialähteenä toimivaa NADPH:a, jonka vuoksi sitä pitää erikseen lisätä 
inkubaationäytteeseen metaboliakokeita tehdessä (Taavitsainen ym. 2000). HLM-
preparaattien metabolinen aktiivisuus voi vaihdella suurestikin yksilöiden välillä, jonka 
vuoksi metaboliatutkimuksissa tuleekin käyttää ns. 'poolattuja' mikrosomisuspensioita, jotka 
koostuvat usean eri yksilön maksan mikrosomeista, jolloin yksilöiden geneettisten erojen 
vaikutus metabolia-aktiivisuuteen voidaan minimoida (Araya ja Wikvall 1999). Toisaalta 
geneettisten varianttien vaikutusta lääkeainemetaboliaan voidaan tutkia käyttämällä yksittäisiä 
yhden ihmisen mikrosomeja.  
 
3.2.2 Rekombinantti-CYP-isotsyymit 
 
CYP-inhibitiokokeissa yleisimmin käytetyt rhCYP-isotsyymit sijaitsevat vesikkeleissä, jotka 
on valmistettu yhdistelmä-DNA-tekniikalla muokatuista ihmisen CYP-entsyymejä 
ilmentävistä Escherichia coli- tai hyönteissoluista (Asseffa ym. 1989, Buters ym. 1994, 
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McGinnity ym. 1999). Yhdistelmä-DNA-tekniikalla valmistetut preparaatit saadaan 
ilmentämään vain haluttua CYP-isotsyymiä, minkä vuoksi niiden avulla voidaan helposti 
tutkia yksittäisten CYP-entsyymien osuutta lääkeaineiden metaboliaan (Bidstrup ym. 2003). 
rhCYP-isotsyymien käyttö entsyymilähteenä CYP-inhibitiokokeissa mahdollistaa myös 
fluorometriaan perustuvan korkean suoritustehon seulontamenetelmän (High Throughput 
Screening, HTS) käytön (Crespi ym. 1997). Koska hyönteissoluissa valmistetut rhCYP-
isotsyymit erotellaan solulimakalvosta, ei niillä voida tutkia muita kuin limakalvostoon 
sitoutuneiden metaboliaentsyymien toimintaa (Plant 2004). Bakteerit voidaan muokata 
ilmentämään teoriassa mitä tahansa proteiinia, minkä vuoksi E. coli -peräisillä rekombinantti-
DNA-valmisteilla voidaan tutkia muidenkin lääkeainemetaboliaentsyymien toimintaa (Boye 
ym. 2004). Bakteereissa tai hyönteissoluissa ei luonnostaan esiinny CYP-entsyymien 
toiminnalle välttämättömiä CYP-reduktaasia ja NADPH:a, minkä vuoksi ne pitää lisätä 
inkubaatioihin metaboliareaktion käynnistämiseksi tai vaihtoehtoisesti isotsyymejä tuottava 
solu voidaan muokataan ilmentämään näitä entsyymejä (Buters ym. 1994, Boye ym. 2004).  
 
3.2.3 Hepatosyytit 
 
Hepatosyytit ovat lääkeainemetaboliasta vastaavia soluja, joita saadaan eristämällä ihmisen tai 
eläimen maksasta (Berry ja Friend 1969). Ihmisen maksasta eristettyjen hepatosyyttien käyttö 
in vitro -metaboliakokeissa on yleistynyt viime vuosina ja niistä on tullut haastaja mikrosomi- 
sekä rhCYP-isotsyymipreparaateille entsyymilähteenä (Brandon ym. 2003, Gerbhardt ym. 
2003, Hewitt ym. 2007). Hepatosyyttien käytön yleistymistä metaboliakokeissa on myös 
siivittänyt syväjäädytystekniikan kehittyminen ja sen myötä kaupallisten valmisteiden 
saatavuuden paraneminen. Koska hepatosyytit ovat kokonaisia soluja sisältäen solukalvon 
kuljettajaproteiinit sekä kaikki hepaattisen lääkeainemetabolian kannalta tärkeät entsyymit, 
kuvaavat ne in vivo -tilannetta paremmin kuin mikrosomiperäiset entsyymilähteet. 
Hepatosyyttien metabolinen aktiivisuus voi vaihdella suurestikin yksilöiden välillä johtuen 
muun muassa CYP-entsyymien geneettisestä polymorfiasta, jonka vuoksi metaboliakokeita 
tehdessä on suositeltavaa käyttää 'poolattuja' eli monen eri ihmisen hepatosyyttejä sisältäviä 
suspensiovalmisteita (FDA 2012). Hepatosyyteillä on tehty useita CYP-inhibitiokokeita ja 
niiden avulla on pystytty ennustamaan DDI-riskejä (McGinnity ym. 2005, Lu ym. 2007, 
Brown 2007, Lu ym. 2008 Larson ym 2012). Hepatosyyttien käyttöä metaboliakokeissa 
hankaloittaa entsyymien aktiivisuuden väheneminen ja erilaistumisen taantuminen niitä 
26 
 
viljeltäessä (Rodriguez-Antona ym. 2002). Käytettäessä syväjäädytettyjä hepatosyyttejä 
valtaosa soluista kuolee sulatus- ja puhdistusvaiheessa (Gerbhardt ym. 2003). 
 
3.3 Analyyttiset menetelmät 
 
CYP-inhibitiota tutkittaessa analyyttisten menetelmien on oltava erittäin herkkiä ja spesifisiä, 
sillä metaboliareaktioissa muodostuvien yhdisteiden pitoisuudet ovat hyvin pieniä, yleensä 
nM- tai µM-luokkaa (Ma ja Chowdhury 2008). Käytännöllisyyden ja kustannustehokkuuden 
kannalta analytiikan pitäisi olla myös nopeaa ja mahdollisimman yksinkertaista. Teknologian 
kehittymisen myötä metaboliatutkimuksissa varsinkin lääkekehityksen alkuvaiheessa 
käytettävät analyyttiset menetelmät ovat osakseen vaihtuneet hitaista nestekromatografiaan 
perustuvista menetelmistä optiikalla toimiviin korkean suorituskyvyn mittauslaitteisiin 
(Zlokarnik ym. 2005). Inhibitiokokeissa tavallisimmin käytettyjä analyysimenetelmiä ovat 
nestokromatografia-massaspektrometria (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-
MS), fluorometria ja bioluminesenssi sekä radiometriaan perustuvat menetelmät (Fowler ja 
Zhang 2008, Walsky ja Boldt 2008). Analyysimenetelmä tulee valita tutkimuksen 
tarkoituksen ja eri menetelmien ominaisuuksien mukaan (taulukko 4). 
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Taulukko 4. CYP-inhibitiokokeissa käytettävien yleisimpien analyysimenetelmien etuja ja 
haittoja. 
Analyysimenetelmä Edut Haitat Muuta 
LC-MS -Viranomaisten 
suosittelema 
- Herkkä ja spesifinen 
- Muokattavuus 
- Entsyymilähteen  
vapaa valinta 
- Kallis 
- Vaatii pitkän 
käyttökokemuksen 
- Voidaan käyttää 
useiden yhdisteiden 
detektoimiseen samasta 
näytteestä 
suoritustehon 
parantamiseksi 
Fluorometria - Erittäin nopea 
- Helppo käyttää 
- Suhteellisen halpa 
- Helposti 
automatisoitava 
- Substraattien 
valikoima pieni 
- Vaatii rekombinantti-
CYP-entsyymin 
- Määritetyt IC50- ja Ki-
arvot eivät välttämättä 
korreloi LC-MS-
menetelmien tulosten 
kanssa 
Bioluminesenssi - Erittäin nopea 
- Herkkä 
 
-Substraattien 
valikoima pieni 
- Kaupallinen 
saatavuus huono 
- Vaatii rekombinantti-
CYP-entsyymin 
 
- Vaatii lisäreagenssin 
luminesenssisignaalin 
muodostamiseksi 
Radiometria - Herkkä ja spesifinen 
- Substraatin vapaa 
valinta 
- Hidas 
- Radioaktiivisen 
materiaalin käyttö 
työlästä 
- Viranomaisten 
säännöstelemää 
Lähteet: Moody ym. 1999, Wrona ym. 2005, Di ym. 2007, Smith ym. 2006, Di Marco ym. 2007, Larson 
ym. 2011 
 
3.3.1 Nestekromatografia-massaspektrometria 
 
Massaspektrometriassa (MS) tutkittavat yhdisteet erotellaan niiden massa/varaus -suhteen 
perusteella sähkö- tai magneettikentän avulla tyhjiössä (Hopfgartner 2011).  Ennen biologisen 
näytteen syöttämistä massaspektrometriin on näytteen sisältämät yhdisteet useimmiten ensin 
eroteltava toisistaan esimerkiksi kromatografian avulla. Metaboliatutkimuksissa yleisimmin 
käytetty kromatografiamenetelmä on jo usean vuosikymmenen ajan ollut HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography) eli korkean erotuskyvyn nestekromatografia (Tolley 
ym. 2001, Denooz ym. 2010, Wainhaus 2010, Xu ym. 2011). HPLC:n pohjalta kehitetty 
UHPLC (Ultra High Peformance Liquid Chromatography) eli ultrakorkean erotuskyvyn 
nestekromatografia on 2000-luvulta lähtien alkanut kuitenkin yleistyä lääkeainetutkimuksissa. 
Nestekromatografi yhdistettynä tandemmassa-spektrometriin (HPLC-MS-MS) on käytetyin 
analyysimenetelmä metaboliakokeita tehtäessä sen herkkyyden ja spesifisyyden vuoksi (Chu 
ym. 2000, Jemal ym. 2003, Petsalo ym. 2008, Denooz ym. 2010). HPLC-MS-kokoonpano on 
myös laajalti muokattavissa erilaisia tarpeita varten (Hopfgartner 2011). 
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Kromatografiavaiheessa voidaan käyttää erilaisia haihtuvia ajoliuoksia, ja kaupallisten 
kolonnien saatavuus on hyvä. Massaspektrometri koostuu kolmesta pääkomponentista: 
ionisaatiolähteestä, massa-analysaattorista ja detektorista. Ionisaatiolähteen tehtävänä on 
muuttaa analyytit kaasumaisiksi ioneiksi, jotka ohjataan tämän jälkeen massa-analysaattoriin. 
Massa-analysaattorissa kaasufaasissa olevat yhdisteet erotellaan niiden massa/varaus suhteen 
perusteella. Massa/varaus suhteeseen perustuvalla yhdisteiden erottelulla voidaan valita mitkä 
ionit pääsevät detektorille asti, joka mittaa niiden määrän ja muuttaa tämän havaittavaksi 
signaaliksi. 
 
Nestekromatografian toiminta perustuu yhdisteiden jakautumiseen liikkuvan faasin eli 
ajoliuoksen ja kiinteän faasin eli kolonnin välillä (Kostiainen 2010). Lääkeaineita tutkittaessa 
käytetään yleensä käänteisfaasikromatografiaa, jossa kolonni on muutettu poolittomaksi 
täyttämällä se hiilivetyketjuilla pinnoitetuilla silikapartikkeleilla. Kun näyte pumpataan 
ajoliuoksen mukana kolonnin läpi, poolittomat yhdisteet jakautuvat kolonniin ja pooliset 
yhdisteet ajoliuokseen. Tällä tavoin yhdisteet saadaan eroteltua toisistaan niiden kolonnin läpi 
kulkeutumiseen kestäneen ajan eli retentioajan perusteella. Retentioaikaan vaikuttaa myös 
yhdisteen molekyylikoko, koska yhdiste voi upota kolonnin sisältämien partikkeleiden 
muodostamiin huokosiin, jolloin sen rententio hidastuu. Ajoliuoksina käytetään useimmiten 
vesi-metanoli- tai vesi-asetonitriiliseoksia (Lunn 2005). Yleisimmät kolonnit ovat muutaman 
senttimetrin pituisia ja niiden sisähalkaisija vain muutamia millimetrejä. Kolonnien sisältämät 
partikkelit ovat läpimitaltaan mikrometrien kokoluokkaa. UHPLC-menetelmissä partikkelien 
koko on jopa alle 2 µm. 
 
Metaboliakokeissa yleisimmin käytetty ionisaatiomenetelmä on sähkösumutusionisaatio 
(Electrospray Ionization, ESI), jossa nestemäinen näyte johdetaan sähköisesti varatun kapean 
sumutinputken läpi, jolloin nesteestä muodostuu hyvin pieniä pisaroita (Yamashita ja Fenn 
1984). Pisarat höyrystyvät normaalissa ilmanpaineessa muodostaen ionisoituneita yhdisteitä 
sisältävän kaasun, joka johdetaan massa-analysaattoriin. ESI luokitellaan "pehmeäksi" (soft) 
ionisaatiomenetelmäksi, sillä se ei helposti vahingoita tutkittavien yhdisteiden kemiallista 
rakennetta. Muita metaboliakokeissa paljon käytettyjä ionisaatiolähteitä ovat kemiallinen 
ionisaatio ilman paineessa (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI) ja 
matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio (Matrix-assisted Laser Desorption Ionization, 
MALDI) (Hopfgartner 2011). APCI:ssa analyytit ja liuotinmolekyylit johdetaan 
korkeajännitteiselle elektrodille, koronaneulalle, joka virittää liuotinmolekyylit 
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koronapurkauksen avulla. Virittyneet liuotinmolekyylit törmäilevät analyytteihin ionisoiden 
ne kemiallisesti. Ennen ionisaatiota näyte on kuitenkin höyrystettävä, joka tapahtuu 
tyypillisesti korkeassa 200—500 °C lämpötilassa. Tästä syystä APCI ei sovellu 
lämpöherkkien yhdisteiden ionisaatiomenetelmäksi. MALDI:ssa näyte sekoitetaan kiteiseen 
matriisiin, jota "ammutaan" UV-laserilla. Matriisi absorboi UV-valoa ja siirtää tämän 
energian tutkittavaan yhdisteeseen, joka lopuksi ionisoituu kaasufaasiin. MALDI on ESI:n 
tapaan "pehmeä" ionisaatiomenetelmä ja sen suurin etu muihin ionisaatiomenetelmiin 
verrattuna on nopeus. MALDI ei kuitenkaan ole syrjäyttänyt ESI:a metaboliakokeissa 
matriisin aiheuttamien häiriöiden sekä pienten molekyylien ionisaatio-ongelmien vuoksi. 
 
Ionisaation jälkeen tutkittavat yhdisteet johdetaan massa-analysaattoriin, joista 
metaboliakokeissa yleisimmin käytettyjä ovat kolmoiskvadrupoli-, lentoaika- ja 
ioniloukkumassa-analysaattorit (Korfmarcher 2011). Kolmoiskvadrupolimassa-
analysaattorissa (Triple Quadrupole, QqQ) on nimensä mukaan kolme kvadrupolia peräkkäin, 
joista ensimmäisessä valitaan yhdisteelle äiti-ioni, joka pilkotaan toisessa kvadrupolissa eli 
törmäyskammiossa törmäyttämällä se inerttiin kaasuun, kuten esimerkiksi typpeen 
(Hopfgartner 2011). Kolmannessa kvadrupolissa valitaan törmäytyksessä muodostunut tytär-
ioni, joka päästetään detektorille signaalin muodostusta varten. Kolmas kvadrupoli voidaan 
korvata lentoaika-analysaattorilla (Time of Flight, TOF) muodostaen kvadrupoli-lentoaika-
analysaattoriyhdistelmän (QTOF). QTOF-lentoaika-analysaattori erottelee tytär-ionit 
tyhjiöputken läpi lentämiseen kuluneen ajan perusteella. QTOF-analysaattori on hyvän 
massatarkkuuden ja resoluution vuoksi erinomainen työkalu metaboliareaktioiden 
tunnistamiskokeisiin (Rousu ym. 2010, Xu 2010, Petsalo 2011). QqQ on kuitenkin edelleen 
käytetyin massa-analysaattori metaboliakokeita tehdessä edullisuutensa ja hyvän kestävyyden 
vuoksi. 
 
Perinteisen ioniloukkumassa-analysaattorin toiminta perustuu elektrodirenkaaseen, joka 
muodostaa kolmiulotteisen sähkökentän, jota ionit jäävät kiertämään massa/varaus suhteensa 
perusteella (Hopfgartner 2011). Sähkökenttää voidaan muokata elektrodirenkaan jännitettä 
säätelemällä, jolloin detektorille saadaan kulkeutumaan vain halutut ionit. Kolmiulotteisen 
ioniloukun lisäksi on myös kehitetty lineaarinen ioniloukku (Linear Trap Quadrupole, LTQ), 
joka sulkee ionit sisäänsä kaksiulotteiseen kenttään kvadrupolisauvoista muodostuvan 
ioniohjaimen avulla. Lineaarinen ioniloukku on kolmiulotteista ioniloukkua nopeampi ja sillä 
on suurempi ionien varastointikapasiteetti. Ioniloukut ovat kuitenkin QqQ:ta ja QTOF:a 
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hitaampia muodostamaan mittausdataa näytteestä, eivätkä ne hitautensa vuoksi sovellu monen 
yhdisteen yhtäaikaiseen detektioon. 
 
Nykyisillä MS-laitteilla, kuten QqQ:lla ja QTOF:lla voidaan määrittää samasta näytteestä 
usean eri yhdisteen pitoisuus yhdellä näytteen syöttökerralla (Kim ym. 2005, Tolonen ym. 
2007, Yodim ym. 2008). QqQ:lla tämä tehdään käyttämällä MRM (Multiple Reaction 
Monitoring) -menetelmää. MRM-menetelmässä näytteestä analysoidaan samanaikaisesti 
monen eri yhdisteen äiti-ioneista pilkkoutuneet spesifiset tytär-ionit. Tämä on mahdollistanut 
niin sanotun koktailimenetelmän käytön, jossa samassa inkubaatioreaktiossa käytetään 
useamman CYP-entsyymin spesifisiä substraatteja, jolloin näytteiden määrä pienenee ja 
menetelmän suoritusteho paranee. Usean yhdisteen samanaikainen detektointi kuitenkin vaatii 
useimmiten tarkkaan optimoidun kromatografisen erottelumenetelmän, joka onkin ollut 
hitautensa vuoksi HPLC-MS-menetelmien kompastuskivenä CYP-inhibition seulonnassa. 
HPLC-MS-menelmän nopeuttamiseksi on esitetty ultranopeita HPLC-menetelmiä, joissa 
yhden näytteen gradienttiajo kestää muutamista minuuteista jopa alle minuuttiin (Peng ym. 
2003, Yodim ym. 2008, Otten 2011). Ultranopeiden HPLC-MS-menetelmien ja ylipäänsä 
massaspektrometrian käytön ongelmina kuitenkin säilyvät laitteiston korkea hinta ja jatkuva 
huollon tarve (Di ym. 2007). 
 
3.3.2 Fluorometria ja bioluminesenssi 
 
Fluorometriaan perustuvaa analyysimenetelmää käytettäessä inkubaatioissa käytetään ei-
fluoresoivia substraatteja, jotka metaboloituvat CYP-entsyymien vaikutuksesta fluoresoiviksi 
yhdisteiksi (Krippendorf ym. 2006). Näiden yhdisteiden pitoisuus määritetään mittaamalla 
niiden aiheuttama fluoresenssi käyttäen fluorometriä. Fluoresoiviksi yhdisteiksi 
metaboloituvat substraatit eivät ole kovin CYP-spesifisiä, minkä vuoksi kokeissa käytettävä 
entsyymilähde ei saa sisältää kuin yhtä CYP-isotsyymiä (Walsky ja Obach 2004, Fowler ja 
Zhang 2008, Shou ja Dai 2008). Menetelmää ei myöskään voida hyödyntää sellaisten 
yhdisteiden inhibitiopotentiaalin selvittämiseen, jotka ovat itsessään fluoresoivia tai 
fluoresointia vähentäviä. Fluorometriaan perustuvan analyysimenetelmän selvästi suurin etu 
muihin menetelmiin nähden on nopeus. Menetelmä ei vaadi erillistä erotteluvaihetta, ja suuria 
määriä näytteitä voidaan mitata lyhyessä ajassa. Fluorometrin käyttö on myös huomattavasti 
halvempaa ja yksinkertaisempaa kuin HPLC-MS-laitteiston. Fluorometrinen 
analyysimenetelmä on myös helppo automatisoida (Crespi ym. 1997, Crespi ja Stresser 2000, 
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Stresser ym. 2000). Erittäin korkeasta suoritustehosta huolimatta fluorometriaan perustuvat 
analyysimenetelmät eivät ole syrjäyttäneet HLM-LC-MS-menetelmiä osittain siitä syystä, että 
rhCYP-fluorometriamenetelmillä määritetyt IC50- ja Ki-arvot eivät korreloi kovin hyvin HLM-
LC-MS-menetelmien tulosten kanssa. 
 
Fluoresenssin kaltaisissa bioluminesenssiin perustuvissa analyysimenetelmissä substraatteina 
käytetään  luminogeenisiä yhdisteitä, jotka muodostavat CYP-entsyymien katalyysin avulla 
lusiferiiniyhdisteitä (Bosetti ym. 2005, Larson ym. 2011). Tämän jälkeen näytteeseen lisätään 
lisäreagenssi, joka saa aikaan luminesenssisignaalin, joka mitataan luminometrillä. 
Bioluminesenssimenetelmät ovat suoritusteholtaan fluorometriaan perustuvien menetelmien 
veroisia. Ne ovat kuitenkin herkempiä eivätkä niin alttiita taustakohinalle (Walsky ja Boldt 
2008). Luminogeeniset substraatit eivät myöskään ole CYP-spesifisiä, joten 
bioluminesenssimenetelmää hyödynnettäessä on käytettävä rekombinantti-CYP-entsyymejä. 
 
3.3.3 Radiometria 
 
Radiometriset analyysimenetelmät perustuvat radioleimattuihin substraatteihin, joista lohkeaa 
joko 3H-leimattu vesi tai 14C-leimattu formaldehydi CYP-entsyymivälitteisen metabolian 
ansiosta (Rodrigues ym. 1997, Moody ym. 1999, Di Marco ym. 2005a, Di Marco ym. 2005b). 
Reaktiossa muodostuneiden metaboliittien määrä on suoraan verrannollinen radioleimatun 
veden tai formaldehydin määrään, jotka voidaan määrittää tuikeilmaisimen avulla. 
Radiometrisissä menetelmissä taustakohina on hyvin vähäistä, jonka vuoksi menetelmä on 
erittäin herkkä. Radiometristä menetelmää varten substraatti voidaan valita vapaasti, koska 
mikä tahansa yhdiste voidaan radioleimata, vaikkakin tämä on melko kallista. Menetelmän 
suoritustehoa laskee radioleimatun substraatin valmistusvaihe sekä se, että leimattu vesi tai 
formaldehydi pitää erotella metaboloitumattomista substraattimolekyyleistä ennen kuin 
metaboliittipitoisuus voidaan määrittää tuikeilmaisimella. Delaporte ryhmineen (2001) on 
kehittänyt radioleimaukseen perustuvan menetelmän CYP-inhibition tutkimiseen, joka ei 
vaadi erillistä erotteluvaihetta. Tätä menetelmää ei kuitenkaan ole kehitetty muiden 
entsyymien kuin CYP2D6:n tutkimiseen. Kaikkien radioleimaukseen perustuvien 
analyysimenetelmien käyttöä hankaloittaa radioaktiivisen materiaalin käsittelyn ja hävityksen 
sekä viranomaissäännösten aiheuttamat lisätyöt.  
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KOKEELLINEN OSA 
 
4. TUTKIMUKSEN TARKOITUS 
 
Wan chak motluk on Thaimaassa vaihdevuosioireiden hoitoon käytetty perinnelääke, jonka 
yksi vaikuttavista yhdisteistä on (3R)-1,7-difenyyli-(4E,6E)-4,6-heptadieeni-3-oli, jota 
kutsutaan tässä tutkimuksessa yhdisteeksi 049 (kuva 1) (Prasannarong ym. 2012). Yhdistettä 
049 saadaan uuttamalla inkiväärisukuisesta Curcuma comosa -kasvista. C. comosa on 
kuitenkin ulkonäöltään hyvin samanlainen samaan sukuun kuuluvien C. elata- ja C. latifolia -
kasvien kanssa ja tästä syystä wan chak motluk -lääkevalmiste usein sisältää myös näiden 
kasvien uutteita (Keeratinijakal ym. 2010). Nämä uutteet vuorostaan sisältävät syklisiä 
seskviterpeeniyhdisteitä zederonia (yhdiste 174) ja germakronia (yhdiste 177), joiden 
epäillään olevan hepatotoksisia (Sukari ym. 2010). Määrittämällä IC50-arvot näille 
seskviterpeeniyhdisteille sekä tekemällä niille mekanismiin perustuva inhibitiokoe pyrittiin 
saamaan lisätietoa niiden mahdollisista hepatotoksista ominaisuuksista. 
 
Tutkimuksen tarkoituksena oli kehittää IC50-arvon määritysmenetelmä kuudelle 
lääkeainemetabolian kannalta keskeiselle CYP-entsyymille (1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 ja 
3A4) käyttäen ihmisen maksan mikrosomeja. Reagenssien ja ajan säästämiseksi inkubaatiot 
suoritettiin koktailimenetelmää käyttäen, pois lukien CYP2D6:n substraatti ja CYP3A4:n 
substraateista midatsolaami. Näytteiden analysointiin käytettiin HPLC-MS:a, ja yhtenä 
merkittävänä osana tutkimusta oli analyysimenetelmän kehittäminen näytteiden mittaamista 
varten. Kehitettyä analyysimenetelmää sovellettiin yhdisteiden 049, 174 ja 177 IC50-arvojen 
määrittämiseen. Tämän jälkeen yhdisteille 174 ja 177 suoritettiin myös mekanismiin 
perustuva inhibitiokoe, jota varten kehitettiin oma inkubaatiomenetelmä. 
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Kuva 1. Tutkimuksessa käytettyjen kasviperäisten yhdisteiden rakennekaavat. 
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5. MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
5.1 Kemikaalit ja reagenssit 
 
NADPH oli hankittu Roche Diagnosticsilta (Mannheim, Saksa) ja verapamiili ICN 
Biomedicalsilta (Santa Ana, CA, USA). Hydroksitolbutamidi, S-mefenytoiini, ja 4-
hydroksimefenytoiini oli ostettu Toronto Research Chemicalsilta (Toronto, Kanada). 
Kasviperäiset yhdisteet oli saatu Mahidolin yliopistolta (Bangkok, Thaimaa). Yhdisteet 174 ja 
177 oli uutettu C. elatan juurista, jotka oli kerätty Thaimaan Sakon Nakhon provinssista 
Sawang Daen Dinin alueelta (Soontornchainaksaeng ja Jenkittikul 2010). Yhdiste 049 oli 
uutettu C. comosan juurista, jotka oli kerätty Kampaengsaenin alueelta samasta provinssista 
(Suksamrarn ym. 2008). Kasviperäisille yhdisteille oltiin tehty tunnistuskokeet, joihin 
kuuluivat kiteytys, sulamispisteen määritys, 1H ja 13C NMR- ja MS-spektrien määritykset 
(Pimkaew ym. 2013). Kaikki muut substraatit, metaboliitit ja inhibiittorit oli hankittu Sigma-
Aldrichilta (Steinheim, Saksa). Inhibiittoreille, substraateille ja metaboliiteille tehtiin 
kantaliuokset liuottamalla kuiva-aineet dimetyylisulfoksidiin (DMSO). 
 
Kokeissa käytetty vesi oli puhdistettu Milli-Q-systeemillä (Millipore, Millford, MA, USA). 
Kaliumfosfaattipuskuri oli valmistettu Itä-Suomen Yliopistossa. Asetonitriili (ACN) oli 
hankittu Avantor Performance Materialsilta (Center Valley, PA, USA). Muurahaishappo, 
metanoli ja DMSO oli ostettu Sigma-Aldrichilta. 
 
5.2 Mikrosomit 
 
CYP-entsyymilähteenä kokeissa käytettiin ihmisen maksan mikrosomeja (Human Liver 
Microsomes, HLM), jotka oli ostettu BD Biosciencesilta (Woburn, MA, USA). Nämä 
mikrosomisuspensiot koostuivat 50 luovuttajan maksanäytteistä. Proteiinipitoisuus oli 20 
mg/ml 250 nM sakkaroosi-vesisuspensiossa. Kaikki kokeissa käytetyt mikrosomit olivat 
samaa erää. Tarkempia tietoja kokeissa käytetyistä mikrosomeista löytyy liitteestä 1. 
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5.3 Inkubaatio-olosuhteiden optimointi 
 
Ennen IC50-arvojen määritystä inkubaatio-olosuhteista optimoitiin mikrosomipitoisuus ja 
inkubaatioaika. Muita inkubaatio-olosuhteita kuten substraatti-, puskuri- ja NADPH-
pitoisuuksia ei optimoitu, vaan kokeissa käytettiin Turpeisen ym. (2005) käyttämiä 
olosuhteita. Inkubaatio-olosuhteiden optimointikokeita tehtäessä ei käytetty 
koktailimenetelmää, vaan kaikissa reaktioissa oli mukana vain yksi substraatti. Kaikki 
inkubaatio-optimointikokeiden näytteet analysoitiin käyttäen Finnigan LTQ ioniloukku-
massaspektrometriä (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA). 
 
5.3.1 Mikrosomipitoisuus 
 
Inkubaatioiden mikrosomipitoisuusoptimointi tehtiin CYP1A2:lla, CYP2B6:lla ja 
CYP3A4:llä. Käytetyt substraatit ja niiden pitoisuudet olivat vastaavasti fenasetiini (2 µM), 
bupropioni (1 µM) ja testosteroni (1 µM). Kokeessa käytettiin 6 eri mikrosomipitoisuutta, 
jotkat olivat 0,125, 0,250, 0,5, 0,75 ja 1,0 mg/ml. Näytteitä inkuboitiin 30 minuuttia ennen 
reaktioiden lopettamista ACN:lla. 
 
5.3.2 Inkubaatioaika 
 
Inkubaatioajan optimointi tehtiin jokaiselle kuudelle tutkimuksessa mukana olleelle CYP-
entsyymille käyttäen seuraavia CYP-spesifisiä substraatteja: fenasetiini (2 µM, CYP1A2), 
bupropioni (1 µM, CYP2B6), tolbutamidi (4 µM, CYP2C9), S-mefenytoiini (4 µM, 
CYP2C19), dekstrometorfaani (0,2 µM, CYP 2D6) ja testosteroni (1 µM, CYP3A4). 
Midatsolaamilla inkubaatioajan tarkistusta ei voitu suorittaa, koska sitä ei ollut vielä 
optimointivaiheessa saatavilla. Inkubaatioajan tarkistusta suoritettaessa mikrosomipitoisuus 
oli kaikilla reaktioilla 0,5 mg/ml. Kokeessa käytettiin 5 eri aikapistettä, jotka olivat 10, 20, 30, 
40 ja 60 minuuttia. 
 
5.4 IC50-arvojen määritys 
 
IC50-arvo eli inhibiittorin pitoisuus, joka estää substraatin metaboliaa 50 %:sti määritetään 
tekemällä inkubaationäytteitä eri inhibiittoripitoisuuksilla (Yao ym. 2007, Youdim ym. 2008). 
Näiden pitoisuuksien tulee vaihdella reilusti alle ja yli tutkittavan inhibiittorin oletetun IC50-
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arvon. Yleensä pitoisuusskaalaksi riittää 0,01—100 µM. Reaktiossa muut olosuhteet, kuten 
inkubaatioaika, reaktiotilavuus, entsyymin, substraatin ja liuottimien pitoisuudet on pidettävä 
vakioina. Näytteet inkuboidaan +37 °C lämpötilassa, ja reaktio lopetetaan lisäämällä 
proteiineja denaturoivaa liuotinta. Eri inhibiittoripitoisuuksia sisältäneistä näytteistä mitataan 
reaktiossa muodostuneen metaboliitin määrät ja niitä verrataan ns. täysreaktioon eli 
näytteeseen, johon lisättiin inhibiittorin sijasta liuotinta. Näin saadaan määritettyä jokaiselle 
inhibiittoripitoisuudelle jäljelle jäänyt reaktion aktiivisuus prosentteina. Näistä 
prosenttiluvuista muodostetaan xy-kuvaaja, jonka x-akselilla on inhibiittoripitoisuudet 
kymmenkantaisena logaritmina. Tuloksista muodostetaan inhibitiokäyrä esimerkiksi 
nonlineaarisen regression avulla ja määritetään IC50-arvo. 
 
Kokeissa käytetty inkubaatiomenetelmä IC50-arvojen määrittämistä varten pohjautui 
Turpeisen ym. (2005) tutkimuksessa käytettyyn menetelmään. Tutkittavat CYP-entsyymit ja 
niiden substraatit ja metaboliitit löytyvät taulukosta 1. Tarkoituksena oli käyttää 
koktailimenetelmää, jossa kaikkien tutkittavien CYP-entsyymien substraatit ovat mukana 
inkubaatioreaktiossa. Näistä dekstrometorfaanin ja midatsolaamin reaktiot jouduttiin 
tekemään erillisinä inkubaatioina liian nopean metabolian vuoksi. Dekstrometorfaanin ja 
midatsolaamin reaktiot tehtiin lyhyemmällä inkubaatioajalla ja pienemmällä 
mikrosomimäärällä. CYP3A4:lle koe tehtiin FDA:n (2006) suositusten mukaan kahdella eri 
substraatilla, koska entsyymillä on useita substraatteja sitovia alueita. 
 
Inkubaatioreaktiot tehtiin kahtena rinnakkaisena näytesarjana 1,5 ml näyteputkissa lopullisen 
reaktiotilavuuden ollessa 200 µl. Inkubaationäytteet sisälsivät 1 mM NAPDH-koentsyymiä ja 
100 mM kaliumfosfaattipuskuria (pH 7,4). Substraatti- ja mikrosomipitoisuudet ja 
inkubaatioajat näkyvät taulukossa 1. Kontrolli-inhibiittoreina käytettiin furafylliiniä (1A2), 
tiklopidiiniä (2B6, 2C19), sulfafenatsolia (2C9), kinidiiniä (2D6) ja ketokonatsolia (3A4), 
joiden pitoisuudet reaktioissa olivat 0,01—100 µM. Curcuma -peräisillä potentiaalisilla 
inhibiittoreilla (yhdisteet 049, 174 ja 177) käytetyt pitoisuudet olivat 0,08—50 µM. Kaikissa 
inkubaatiosarjoissa oli mukana myös näyte, joka ei sisältänyt lainkaan inhibiittoria (100 % 
reaktio) ja blank-näytteinä näyte ilman entsyymiä ja toinen näyte ilman substraattia. 
Liuottimen (DMSO) lopullinen osuus reaktioissa oli 1 % (v/v). Näytteille tehtiin 2 minuutin 
esilämmitys ja reaktiot aloitettiin lisäämällä näyteputkiin NADPH. Inkubaatiot suoritettiin 
Heidolph Instrumentsin Inkubator 1000 / Titramax 1000 -inkubaattoriravistelijassa +37 °C 
lämpötilassa. Reaktiot lopetettiin lisäämällä näyteputkiin 100 µl jääkylmää ACN:a. Tämän 
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jälkeen näyteputkia pidettiin jäähauteella 5 minuuttia, jonka jälkeen niitä sentrifugoitiin 10 
minuuttia +4 °C lämpötilassa 10 000 g:ssä käyttäen joko Heraeus Instrumentsin Biofuge 
frescoa tai Hettichin Zentrifugen Mikro 22 R:ää. Sentrifugoinnin jälkeen supernatanttia  
siirrettiin 250 µl puhtaisiin näyteputkiin ja säilytettiin -20 °C lämpötilassa analyysiin asti. 
 
Taulukko 1. IC50-kokeissa käytetyt CYP-entsyymeille spesifiset substraatit ja 
substraattikohtaiset koeolosuhteet. 
CYP Substraatti ja sen 
pitoisuus reaktiossa 
Metaboliitti Mikrosomi-
pitoisuus (mg/ml) 
Inkubaatio-
aika (min) 
1A2 Fenasetiini (2 µM) Asetaminofeeni 0,5 30 
2B6 Bupropioni (1 µM) OH-bupropioni 0,5 30 
2C9 Tolbutamidi (4 µM) 4-OH-tolbutamidi 0,5 30 
2C19 S-mefenytoiini (4 µM) 4-OH-mefenytoiini 0,5 30 
2D6 Dekstrometorfaani (1 µM) Dekstrorfaani 0,3 10 
3A4 Testosteroni (1 µM) 
Midatsolaami (1 µM) 
6β-OH-testosteroni 
1-OH-midatsolaami 
0,5 
0,1 
30 
5 
 
5.5 Mekanismiin perustuva inhibitio 
 
Kun halutaan selvittää, onko yhdiste mekanismiin perustuva inhibiittori, sille voidaan tehdä 
koe, jossa tutkitaan IC50-arvon siirtymää (Burt ym. 2010) Kokeessa inhibiittorille tehdään esi-
inkubaatio ilman substraattia moninkertaisessa mikrosomipitoisuudessa IC50-arvon 
määrityskokeeseen verrattuna. Esi-inkubaatio tehdään kahtena sarjana: NADPH:n kanssa ja 
ilman. Tämän jälkeen esi-inkuboiduista näytteistä tehdään laimennokset substraattia 
sisältäviin inkubaatioseoksiin, joille tehdään toinen lyhyempi inkubaatio. Mikäli tutkittavan 
yhdisteen inhibitio on mekanismiin perustuvaa, se metaboloituu esi-inkubaatiossa yhdisteeksi, 
joka pysyy sitoutuneena entsyymiin kovalenttisesti, jolloin entsyymi inaktivoituu pysyvästi. 
Tämä näkyy jälkimmäisessä inkubaatiossa entsyymiaktiivisuuden heikentymisenä. Näytteissä, 
jotka eivät sisältäneet NADPH:a, ei vastaavaa entsyymin inaktivoitumista tapahdu, koska 
reaktiivinen yhdiste ei voi sitoutua esi-inkubaatiovaiheessa entsyymiin. Inkubaatiosarjoille 
määritetään IC50-arvot edellä mainitulla tavalla. IC50-arvoja verrataan keskenään, ja jos 
NADPH:a sisältävän sarjan IC50-arvo on moninkertaisesti pienempi kuin sarjan, joka ei 
sisältänyt NADPH:a, on yhdiste mekanismiin perustuva inhibiittori. Tämä voidaan 
havainnollistaa kuvan 2 avulla, jossa on esitetty IC50-siirtymä graafisesti. 
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Kuva 2. Mekanismiin perustuvan inhibiittorin IC50-siirtymä. IC50-siirtymä havaitaan kuvasta 
NADPH:a sisältäneiden reaktioiden (NADPH+) inhibitiokuvaajan asettumisella vasemmalle 
inhibitiokuvaajasta, jonka reaktioissa ei ollut NADPH:a (NADPH-). 
 
Mekanismiin perustuva inhibitiokoe tehtiin IC50-arvon määrityskokeen tulosten perusteella 
CYP2B6:lle ja CYP3A4:lle yhdisteillä 174 ja 177, joiden pitoisuudet esi-inkubaatioseoksissa 
olivat 0,08—50 nM. Kummallekin CYP-entsyymille tehtiin negatiivikontrollit käyttäen 
metyraponia (CYP2B6) ja ketokonatsolia (CYP3A4), jotka eivät ole mekanismiin perustuvia 
inhibiittoreita. Positiivikontrollit vuorostaan tehtiin käyttäen tiklopidiinia (CYP2B6) ja 
verapamiilia (CYP3A4), jotka tunnetusti ovat mekanismiin perustuvia inhibiittoreita (Wang 
ym. 2005, Nishiya ym. 2009). Kontrolli-inhibiittorien pitoisuudet olivat 0,01—100 µM. Esi-
inkubaatioseoksissa mikrosomimäärä CYP2B6:lle oli 2,5 mg/ml ja CYP3A4:lle 1 mg/ml. 
Muiden reagenssien pitoisuudet olivat samat kuin IC50-arvon määrityskokeessa lukuun 
ottamatta substraattia, jota ei esi-inkubaatioseokseen lisätty. Näytteitä esi-inkuboitiin 30 
minuuttia +37 °C, jonka jälkeen niistä tehtiin 10-kertainen laimennos substraattia sisältävään 
inkubaatioseokseen, jossa NADPH:n ja kaliumfosfaattipuskurin lopulliset pitoisuudet 
vastasivat esi-inkubaatioseoksen pitoisuuksia. Substraattina CYP2B6:lle käytettiin 
bupropionia ja CYP3A4:lle midatsolaamia. Kummankin substraatin pitoisuus 
inkubaatioseoksissa oli 1 µM. Laimennoksen jälkeen näytteitä inkuboitiin 5 minuuttia +37 °C, 
jonka jälkeen reaktiot lopetettiin lisäämällä 100 µl jääkylmää ACN:a. Näytteet sentrifugoitiin 
ja säilytettiin -20 °C lämpötilassa analysointiin asti. 
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5.6 Näytteiden analysointi 
 
Ennen analysointia näytteet sulatettiin huoneenlämmössä ja sentrifugoitiin 10000 g:ssä +20 
°C lämpötilassa. Tämän jälkeen supernatanttia siirrettiin 200 µl HPLC-pulloihin ja 
analysoitiin LC-MS:llä. Mittauksia varten kehitettiin LC-MS-analyysimenetelmä siten, että 
kaikki tutkittavat yhdisteet voitiin detektoida näytteestä yhdellä ajolla. Sisäistä standardia ei 
käytetty mittauksia tehdessä. 
 
5.6.1 Nestekromatografia 
 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) eli korkean erotuskyvyn 
nestekromatografia perustuu analysoitavien yhdisteiden jakautumiseen liikkuvan faasin 
(ajoliuos) ja kiinteän faasin (kolonni) välillä (Kostiainen 2010). Kun näyte pumpataan 
ajoliuoksen mukana kolonnin läpi, kiinteään faasiin jakautuvat yhdisteet eluoituvat kolonnista 
hitaammin, kuin liikkuvaan faasiin jakautuvat yhdisteet. Analysoitava yhdiste voidaan 
erotella muista yhdisteistä sen retentioajan eli sen ajan perusteella kauanko sillä kestää kulkea 
injektorilta detektorille. Yhdisteen retentioaikaan vaikuttavat muun muassa sen koko ja 
polaarisuus, ajoliuoksen koostumus ja virtausnopeus sekä kolonnin ominaisuudet. 
 
Tutkimuksessa käytettiin näytteiden analysointiin Agilent 1200 Series Rapid Resolution 
HPLC-laitetta, (Agilent Technologies, Waldbronn, Saksa), johon oli yhdistetty 
käänteisfaasikolonni (Poroshell EC-120 C18 50 mm × 2,1 mm; 2,7 µm). Laitteeseen oli 
kytketty myös suodatin (RRLC filter 2 mm, max 600 bar, 0,2 µm, Agilent Technologies) 
suojaamaan kolonnia kontaminaatiolta. Kolonnin lämpötila pidettiin +30 °C:ssa ja 
injektiotilavuus oli 4 µl. Ajoliuoksina käytettiin vesipohjaista 0,1 % muurahaishappoa (liuos 
A) ja metanolia (liuos B). Tutkimuksessa käytettiin gradienttiajoa, jossa orgaanisen osuutta 
ajoliuoksessa nostettiin vähitellen.  Ajon aikana B-liuoksen osuus nousi 5 %:sta 90 %:iin 3 
minuutissa ja pysyi isokraattisena 2 minuuttia, jonka jälkeen kolonni tasapainotettiin. Yhden 
näytteen mittaamiseen kului näin noin 8 minuuttia. Ajoliuoksen virtausnopeus oli 0,3 ml/min. 
Tutkittavat yhdisteet detektoitiin ioniloukku- tai kolmoiskvadrupolimassaspektrometrillä 
käyttämällä sähkösumutusionisaatiota (ESI). 
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5.6.2 Sähkösumutusionisaatio-tandemmassaspektrometria 
 
Massaspektrometri (MS) koostuu kolmesta pääkomponentista: ionilähde, massa-analysaattori 
ja detektori (Oksman ym. 2010). Ionilähteen tehtävä on muuttaa HPLC-eluentti ja sen 
sisältämät yhdisteet kaasufaasiin. Tämän jälkeen ionit ohjataan massa-analysaattoriin, jossa 
ne erotellaan niiden massa/varaus -suhteen perusteella sähkö- tai magneettikentän avulla 
tyhjiössä. Näin voidaan valita, mitkä ionit pääsevät detektorille, joka mittaa niiden määrän ja 
muuttaa sen havaittavaksi signaaliksi. 
 
Mittauksissa käytettiin Agilent 6410 kolmoiskvadrupolimassaspektrometriä (Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA, USA), johon oli yhdistetty sähkösumutusionisaatiolähde 
(Electrospray Ionization, ESI). Kaikki tutkittavat yhdisteet ionisoitiin käyttäen positiivista 
ESI:a. Kuivauskaasuna käytettiin 300 °C typpeä virtausnopeudella 10 l/min. Sumuttimen 
paine oli 40 psi ja kapillaarin jännite 4000 V. Törmäyskammion typen paineeksi oli säädetty 
2,9 × 10-5 Torr. Detektioon käytettiin MRM-menetelmää (Multiple Reaction Monitoring) ja 
25 ms dwell timea jokaiselle siirtymälle. Analyysimenetelmä kehitettiin aikaisemmin samassa 
laboratoriossa in vivo -metaboliakokeissa käytetyn analyysimenetelmän pohjalta. Esimerkiksi 
MRM-siirtymien arvot saatiin suurelta osin tästä aikaisemmasta menetelmästä. Puuttuvat 
MRM-siirtymät etsittiin kirjallisuudesta tai optimoitiin kokonaan itse (Kim ym. 2005, 
Tolonen ym. 2007, Petsalo ym. 2008). Optimoidut MRM-siirtymät (m/z), fragmentor-
jännitteet (V) ja törmäysenergiat (eV) jokaiselle tutkittavalle yhdisteelle löytyvät taulukosta 2 
ja detektoitujen metaboliittien LC-MS kromatogrammit on esitetty kuvassa 3. Mittaamiseen 
käytettiin Agilent MassHunter Workstation Acquisition (Agilent Technologies, Data 
Acquisition for Triple Quad, version B.03.01) -ohjelmaa ja datan käsittelyyn käytettiin 
Quantitative Analysis (Agilent Technologies, version B.04.00) ja Qualitative analysis 
(Agilent Technologies, version B.05.00) -ohjelmia. 
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Taulukko 2. Optimoidut MS-parametrit tutkittaville yhdisteille. 
CYP Substraatti MRM-siirtymä 
(m/z) 
Fragmentor-
jännite (V) 
Törmäys-
energia (eV) 
1A2 Fenasetiini 180 > 110 140 20 
2B6 Bupropioni 240 > 184 60 6 
2C9 Tolbutamidi 271 > 74 100 8 
2C19 S-mefenytoiini 219 > 134 100 16 
2D6 Dekstrometorfaani 272 > 171 140 36 
3A4 Testosteroni 289 > 97 180 24 
3A4 Midatsolaami 326 > 291 180 29 
CYP Metaboliitti MRM-siirtymä 
(m/z) 
Fragmentor-
jännite (V) 
Törmäys-
energia (eV) 
1A2 Asetaminofeeni 152 > 110 140 12 
2B6 Hydroksibupropioni 256 > 238 80 8 
2C9 Hydroksitolbutamidi 287 > 171 100 14 
2C19 4-hydroksimefenytoiini 235 > 150 100 16 
2D6 Dekstrorfaani 258 > 199 120 28 
3A4 6β-hydroksitestosteroni 305 > 269 160 14 
3A4 1-hydroksimidatsolaami 342 > 324 160 18 
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Kuva 3. HPLC-MS:n avulla määritettyjen metaboliittien kromatogrammit. Data mitattu 10 nM 
puhdasnäytteistä 30 % ACN:ssa. 
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5.6.3 Tulosten käsittely 
 
Inhibiittoreille määritettiin IC50-arvot MS-datan piikkien pinta-alojen perusteella käyttäen 
GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA) -ohjelmaa. Piikkien pinta-alat sovitettiin nonlineaariselle regressiokäyrälle 
käyttäen ohjelman "One site - Fit logIC50" -yhtälöä (yhtälö 1). Kaikki kuvaajat on tehty 
samaa ohjelmaa käyttäen. 
 
Yhtälö 1. IC50-arvojen määrityksissä käytetty nonlineaarisen regression yhtälö (GraphPad 
Prism 5). Top ja Bottom = Y:n arvot tasannevaiheissa, LogIC50 = Top ja Bottom -arvojen puoliväliin 
sijoittuvan inhibiittorin konsentraation kymmenkantainen logaritmi. 
 
𝑌 = 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚 + 𝑇𝑜𝑝 − 𝐵𝑜𝑡𝑡𝑜𝑚1 + 10𝑋−𝐿𝑜𝑔𝐼𝐶50 
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6. TULOKSET 
 
6.1 Mikrosomipitoisuuden optimointi 
 
Kuvassa 4 on esitetty mikrosomipitoisuuden optimointikokeen tulokset xy-kuvaajina, joista 
nähdään, että CYP1A2:n ja CYP2B6:n kohdalla metaboliitin muodostus oli lineaarista 
0,125—0,75 mg/ml mikrosomipitoisuuksilla. CYP3A4:n kohdalla 6β-OH-testosteronin 
muodostus oli lineaarista mikrosomipitoisuuden ollessa 0,125—0,5 mg/ml. Jatkokokeisiin 
valittiin mikrosomipitoisuudeksi 0,5 mg/ml. 
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Kuva 4. Mikrosomipitoisuuden optimointikokeen entsyymikohtaiset kuvaajat. Kuvaajissa on 
esitetty reaktiossa muodostuneen metaboliitin LC-MS-piikin pinta-ala mikrosomipitoisuuden suhteen. 
 
6.2 Inkubaatioajan optimointi 
 
Inkubaatioajan optimointikokeen tulokset on esitetty kuvassa 5, josta nähdään, että CYP1A2-, 
CYP2B6-, CYP2C9- ja CYP2C19-entsyymeillä metaboliitin muodostus oli lineaarista 
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aikavälillä 10—40 min. CYP2D6:n kohdalla metaboliitin muodostus on nopeampaa 
aikavälillä 10—20 min, jonka jälkeen taas lineaarista 40 minuuttiin asti. CYP3A4:n kuvaajaa 
on hieman vaikeampi tulkita pisteiden hajonnan vuoksi ja, koska 10 minuutin kohdalla 6β-
OH-testosteronia ei ollut muodostunut tarpeeksi piikin havaitsemiseksi. 6β-OH-testosteronin 
muodostus näyttäisi kuitenkin olevan suhteellisen lineaarista aikavälillä 20—40 min. 
Jatkokokeisiin inkubaatioajaksi valittiin 30 minuuttia. 
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Kuva 5. Inkubaatioajan optimointikokeen entsyymikohtaiset kuvaajat. Kuvaajissa on esitetty 
reaktiossa muodostuneen metaboliitin LC-MS-piikin pinta-ala inkubaatioajan suhteen.  
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6.3 IC50-arvojen määritys 
 
Taulukossa 3 on esitetty kasviperäisten yhdisteiden sekä kontrolli-inhibiittorien määritetyt 
IC50-arvot CYP-entsyymikohtaisesti. Samassa taulukossa on myös vertailtu kontrolli-
inhibiittorien IC50-arvoja kirjallisuuden arvoihin, jotka ovat kaikkien inhibiittorien kohdalla 
samaa kokoluokkaa. Samat tulokset näkyvät graafisessa muodossa kuvissa 6 ja 7. Kun 
tarkastellaan taulukon 3 viittä ensimmäistä CYP-entsyymiä, nähdään ettei yksikään 
kasviperäisistä yhdisteistä inhiboi CYP2D6:tta tutkimuksessa käytetyillä pitoisuuksilla. 
Yhdiste 049 inhiboi kohtalaisesti CYP1A2:ta ja CYP2C9:ä sekä hieman vahvemmin 
CYP2C19:ta. Yhdisteet 174 ja 177 eivät inhiboi näitä CYP-entsyymejä, mutta niillä oli 
inhiboivaa vaikutusta CYP2B6:n metaboliakykyyn. Yhdisteet 174 ja 177 inhiboivat 
CYP3A4:ä, kun substraattina käytettiin midatsolaamia. Kun substraattina käytettiin 
testosteronia, minkäänlaista inhibitiota ei ollut havaittavissa (kuva 6). Yhdiste 049 vaikuttaisi 
jopa aktivoivan CYP3A4:ä käytettäessä kumpaakin edellä mainittua substraattia. 
Midatsolaamin metabolia näyttäisi kuitenkin aktivoituvan huomattavasti enemmin. 
 
Taulukko 3. Yhdisteiden 049, 174, 177 ja entsyymikohtaisten kontrolli-inhibiittorien kokeissa 
määritetyt IC50-arvot sekä kontrolli-inhibiittorien IC50-arvoja kirjallisuudesta. 
CYP Kontrolli Kontrolli 
(kirjallisuus) 
049 174 177 
 IC50 (µM) 
1A2 0,79 1,76—13,14 7,3 >50 >50 
2B6 0,083 0,10—0,78 >50 3,9 5,6 
2C9 0,21 0,20—0,28 10,5 >50 >50 
2C19 0,62 0,34 1,4 >50 >50 
2D6 0,017 0,035—0,27 >50 >50 >50 
3A4 tes 
3A4 mid 
0,015 
0,019 
0,026—0,07 
0,019—0,03 
>50a 
>50a 
>50 
9,9 
>50 
2,5 
a = aktivaatio 
Jos yhdiste ei laskenut entsyymiaktiivisuutta alle 50 %:n, sen IC50-arvoksi on merkitty >50 µM. 
Kirjallisuuden IC50-arvot on koottu artikkeleista Walsky ja Obach 2004, Turpeinen ym. 2005, Di 
Marco ym. 2007, Yao ym. 2007 sekä Otten ym. 2011. 
  
47 
 
1A2
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
Furafylliini
049
174
177
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
2B6
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
Tiklopidiini
049
174
177
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
2C9
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
Sulfafenatsoli
049
174
177
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
E
nt
sy
ym
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
2C19
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
Tiklopidiini
049
174
177
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
2D6
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
Kinidiini
049
174
177
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
 
Kuva 6. IC50-määrityskokeissa käytettyjen yhdisteiden entsyymikohtaiset inhibitiokuvaajat. 
Kuvassa kontrolli-inhibiittorien kuvaajat esitetty ruskealla ja kasviperäiset yhdisteet vihreällä, 
punaisella ja sinisellä värillä. 
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Kuva 7. IC50-määrityskokeissa käytettyjen yhdisteiden inhibitiokuvaajat CYP3A4:lle 
käytettäessä substraattina midatsolaamia ja testosteronia. Kuvassa kontrolli-inhibiittorien kuvaajat 
esitetty ruskealla ja kasviperäiset yhdisteet vihreällä, punaisella ja sinisellä värillä. 
 
6.4 Mekanismiin perustuva inhibitio 
 
Kuvassa 8 on esitetty mekanismiin perustuvan inhibition inhibitiokuvaajat CYP2B6:lle. 
Kuvasta nähdään, että negatiivikontrolli metyraponilla ei oletetusti IC50-siirtymää havaittu, 
kun taas positiivikontrolli tiklopidiinillä siirtymä oli ilmeinen eli NADPH:a esi-inkubaatiossa 
sisältäneen inkubaatiosarjan inhibitiokuvaaja (vihreä) on siirtynyt vasemmalle. 
Vastaavanlaiset havainnot voidaan tehdä CYP3A4:n kohdalla kuvasta 9, kun 
negatiivikontrollina käytettiin ketokonatsolia ja positiivikontrollina verapamiilia. Graafisesti 
määritettynä kuvaajan siirtymä 50 % entsyymiaktiivisuuden kohdalla tiklopidiinillä oli 25-
kertainen ja verapamiililla 17-kertainen. IC50-kokeissa määritetty tiklopidiinin IC50-arvo oli 
yli 2,5-kertainen verrattuna mekanismiin perustuvan kokeen IC50-arvoon. Vastaava IC50-
arvojen ero verapamiilin kohdalla oli yli 3-kertainen (verapamiilin IC50-kokeen tuloksia ei 
esitetty). Kun inhibiittoreina käytettiin yhdisteitä 174 ja 177, ei IC50-määrityskokeessa 
havaittua CYP-inhibitiota saatu näkymään. Myöskään IC50-siirtymää ei voitu kuvaajista 
havaita. 
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Kuva 8. Mekanismiin perustuvan inhibitiokokeen inhibitiokuvaajat CYP2B6:lle. Vihreät käyrät 
kuvaavat inhibitiosarjoja, joissa oli NADPH:a esi-inkubaatiossa ja punaiset käyrät sarjoja, joissa 
NADPH puuttui esi-inkubaatiosta. 
 
50 
 
3A4 ketokonatsoli
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
NADPH+
NADPH-
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
3A4 verapamiili
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
NADPH+
NADPH-
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
3A4 174
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
NADPH+
NADPH-
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
3A4 177
0.01 0.1 1 10 100
0
50
100
NADPH+
NADPH-
Inhibiittorin pitoisuus (µM)
En
ts
yy
m
ia
kt
iiv
is
uu
s 
(%
)
 
Kuva 9. Mekanismiin perustuvan inhibitiokokeen inhibitiokuvaajat CYP3A4:lle. Vihreät käyrät 
kuvaavat inhibitiosarjoja, joissa oli NADPH:a esi-inkubaatiossa ja punaiset käyrät sarjoja, joissa 
NADPH puuttui esi-inkubaatiosta. 
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7. POHDINTA 
 
7.1 Analytiikka 
 
Analyysimenetelmän kehittämiseen kului yllättävän paljon työtunteja vaikka pääpaino 
tutkimuksessa olikin IC50-arvojen määrittämisessä. Työpanoksen ansiosta menetelmästä 
saatiin tarpeeksi herkkä hyvin pienten metaboliittipitoisuuksien mittaamiseen. Kaikki 
substraatit ja metaboliitit pystyttiin detektoimaan 5 nM puhdasnäytteistä ja herkimmät 
yhdisteet jopa 1 nM pitoisuudesta (tuloksia ei esitetty). Mikrosomimatriisin läsnäolo 
näytteessä nosti detektointirajaa 5—10 % analyytista riippuen. Vastaaviin pitoisuuksiin on 
päässyt Tolonen työryhmineen (2007) määrittäessään toteamisrajat OH-bupropionille, OH-
tolbutamidille, dekstrorfaanille ja 6β-OH-testosteronille samankaltaisessa tutkimuksessa. OH-
bupropioni, dekstrorfaani ja 1-OH-midatsolaami olisi voitu havaita vielä alhaisemmistakin 
pitoisuuksista. Tätä ei kuitenkaan lähdetty toteamaan tutkimuksen painopisteen ollessa 
inhibitiomäärityksissä, joissa määritettiin vain metaboliittien pitoisuuksien suhteellisia 
muutoksia. 4-OH-mefenytoiini ja 6β-OH-testosteroni puolestaan olivat kaikista haastavimmat 
metaboliitit pienen vasteen vuoksi ja varsinkin 6β-OH-testosteronin suuri taustakohina 
vaikeutti sen detektointia entisestään. Saman huomion teki myös Tolosen työryhmä (2007). 
 
Yhden näytteen ajoon kului vähän yli 8 minuuttia, joka oli hyväksyttävissä, sillä alun perin 
tavoitteena oli saada toimiva erottelumenetelmä alle 10 minuuttiin. Vastaavanlainen monen 
yhdisteen yhtäaikainen määritys voidaan suorittaa jopa alle minuuttiin käyttäen monoliittista 
kolonnia, kuten Peng työryhmineen (2003) on osoittanut. Kokeessa käytetyllä gradientilla oli 
kuitenkin se etu, että kolonnille jäi 3 minuuttia aikaa tasapainottua jokaisen näytteen jälkeen. 
Näytejäännökset voivat vaikuttaa analyysimenetelmän tarkkuuteen varsinkin kun mitataan 
hyvin pieniä pitoisuuksia (Hughes ym 2007). Jäännösvaikutusta seurattiin koko tutkimuksen 
mittaamalla säännöllisesti näytesarjojen välissä blank-näytteenä puhdasta mikrosomimatriisia. 
Näissä näytteissä metaboliitteja ei detektoitu (tuloksia ei esitetty). 
 
Tutkimuksessa oli tarkoitus käyttää myös sisäistä standardia (internal standard, IS), jonka 
avulla olisi voitu havaita näytteen käsittelyssä tapahtuneet virheet tai HPLC-MS-laitteiston 
poikkeamat mittausten aikana. IS-ehdokkaista ibuprofeenia ja ketoprofeenia ei onnistuttu 
luotettavasti detektoimaan. Tämä johtui todennäköisesti siitä, etteivät ne ionisoituneet 
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tarpeeksi positiivisella ESI:llä. Ofloksasiinille ja labetalolille saatiin hyvä vaste käytetylle 
ESI-menetelmällä ja niiden retentioajatkin olivat samaa luokkaa useimpien metaboliittien 
kanssa. Jatkokokeissa kuitenkin huomattiin, että näytteistä, joihin ei ollut lisätty kumpaakaan 
IS-ehdokasta, voitiin havaita niille pienet LC-MS-piikit (tuloksia ei esitetty). Ensin epäiltiin 
kontaminaatiota, mutta tämä epäilys osoittautui vääräksi kantaliuosten puhtauskokeiden 
perusteella. Kokeita tehdessä huomattiin, että ofloksasiinin ja labetalolin LC-MS-piikit voitiin 
havaita vain mikrosomeja sisältävistä näytteistä. Tarkemman tarkastelun jälkeen selvisi, että 
tutkimuksessa käytetyn 50 luovuttajan maksanäytteistä koostuvan mikrosomierän 
luovuttajista ainakin neljä oli saanut ofloksasiinia ja kolme labetalolia sairaalahoidon aikana 
ennen näytteen luovutusta (liite 1). LC-MS-piikkien epäiltiin muodostuvan näistä 
lääkejäämistä eikä tästä syystä ofloksasiinia tai labetalolia voitu käyttää sisäisenä standardina. 
Koska kokeessa ei tarvinnut määrittää varsinaisia pitoisuuksia, vaan pitoisuuksien suhteellisia 
eroja, sisäisen standardin käytöstä luovuttiin. 
 
7.2 Reaktioiden optimointi 
 
Mikrosomipitoisuuden optimointikokeiden tuloksista nähdään, että metaboliittien muodostus 
on lineaarista jokaisella entsyymillä, kun mikrosomipitoisuus on alle 0,5 mg/ml (Kuva 4). 
Tuloksista nähdään myös, että metaboliittien muodostus ei enää suurene samassa suhteessa 
mikrosomipitoisuuden kanssa sen ollessa yli 0,75 mg/ml CYP1A2:n ja 2B6:n kohdalla. 
CYP3A4:n kohdalla metaboliitin muodostus ei enää suurene 0,5 mg/ml jälkeen. CYP2B6:n ja 
CYP3A4:n kuvaajista nähdään myös, että muodostuneen metaboliitin määrä jopa laskee 
mikrosomipitoisuuden ylittäessä 0,75 mg/ml. Tämä entsyymiaktiivisuuden lasku voi johtua 
juurikin substraatin ei-spesifisestä sitoutumisesta mikrosomimatriisin muihin proteiineihin. 
Jatkokokeisiin valittu mikrosomipitoisuus olisi voinut olla pienempikin ei-spesifisen 
proteiinisitoutumisen ja liiallisen substraattimetabolian välttämiseksi, mutta se pidettiin 0,5 
mg/ml:ssa, jotta heikosti havaittavia metaboliitteja muodostuisi tarpeeksi signaalin 
havaitsemiseksi. Lisäksi Turpeisen työryhmä (2005) käytti kokeissaan samaa 
mikrosomipitoisuutta sekä muutenkin hyvin samankaltaisia koeolosuhteita IC50-arvoja 
määrittäessään. Koeolosuhteiden samankaltaisuuden vuoksi tutkimusten tulokset ovat 
keskenään vertailukelpoiset. 
  
Inkubaatioajan pidentyessä muodostuneen metaboliitin määrä tulisi kasvaa samassa suhteessa. 
Tämä oletus perustuu kuitenkin siihen, että substraatin suhteellinen osuus ei muutu reaktiossa 
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pidemmilläkään inkubaatioajoilla. Toisin sanoen, substraatin pitoisuus pitää olla reaktiossa 
niin suuri, ettei se pääse loppumaan rajoittaen metaboliareaktion tapahtumista. Inkubaatioajan 
optimointikokeessa havaittiin selvä lineaarisuus ainakin 40 minuutin aikapisteeseen asti 
kaikkien muiden entsyymien paitsi CYP2D6:n ja CYP3A4:n kohdalla (kuva 5). 
Myöhemmissä kokeissa selvisi, että näiden kahden CYP-entsyymin kohdalla epälineaarisuus 
johtui todennäköisimmin huomattavasta substraattidepleetiosta. Dekstrometorfaanin 
(CYP2D6) ja testosteronin (CYP3A4) metabolia oli noin 50 %, kun näytteitä oli inkuboitu 30 
minuuttia (tuloksia ei esitetty). Kun CYP3A4:n substraattina käytettiin midatsolaamia, sitä oli 
jäljellä 30 minuutin inkubaation jälkeen vain 0,5 %. Mikäli dekstrometorfaani ja 
midatsolaami olisi päätetty pitää koktailissa mukana, olisi niiden pitoisuuksia pitänyt 
suurentaa huomattavasti. Koska substraatit eivät ole täysin CYP-selektiivisiä, 
substraattipitoisuuksien nosto voisi häiritä kokeen muiden CYP-entsyymien reaktioita. Toinen 
tapa vähentää substraattimetaboliaa on lyhentää inkubaatioaikaa. Tämä olisi kuitenkin 
koktailimenetelmän kohdalla vähentänyt heikosti havaittavien metaboliittien (4-OH-
mefenytoiini ja 6β-OH-testosteroni) määrää näytteissä entisestään, joka olisi hankaloittanut 
IC50-arvojen määritystä. Näistä syistä dekstrometorfaani ja midatsolaami päätettiin jättää pois 
koktailista ja kaikki IC50-määritykset näitä substraatteja käytettäessä tehtiin erikseen. Erilliset 
inkubaatiot optimoitiin substraatti- ja mikrosomipitoisuuksien sekä inkubaatioaikojen suhteen. 
Menetelmää muuttamalla kaikkien substraattien metabolia saatiin pysymään alle 20 %:ssa 
pois lukien testosteroni, jonka depleetio oli lopullisessakin menetelmässä 50 % luokkaa. 
 
7.3 Inhibitiokokeet 
 
Taulukossa 3 esitettyjen CYP-entsyymien hyvin tunnettujen inhibiittorien kirjallisuuden IC50-
arvot ovat peräisin tutkimuksista, joissa tutkimusolosuhteet olivat mahdollisimman 
samanlaiset tämän tutkimuksen kanssa. Kaikki nämä IC50-arvot on määritetty käyttäen samoja 
CYP-spesifisiä substraatteja sekä HPLC-MS-analytiikkaa. Taulukosta nähdään, että 
määritetyt IC50-arvot ovat hyvin lähellä kirjallisuuden arvoja eivätkä eroa niistä yli 2,5-
kertaisesti. Tämän kokoinen ero ei ole kovin suuri IC50-arvoja vertailtaessa, sillä IC50-arvot 
ovat erittäin herkkiä pienillekin eroille menetelmien välillä. Tässä tutkimuksessa määritettyjen 
ja kirjallisuuden IC50-arvojen pieni ero viittaa menetelmän toimivuuteen ja tästä voidaan 
päätellä, että menetelmää voidaan käyttää uusien yhdisteiden CYP-inhibitiopotentiaalin 
tutkimiseen. Tulosten perusteella kaikki kontrolli-inhibiittorit ovat voimakkaita inhibiittoreita 
(IC50 < 1 µM), joista kinidiini ja ketokonatsoli selvästi voimakkaimpia (Lin ym 2007). 
54 
 
 
Kaikille kolmelle kasviperäiselle yhdisteelle määritettiin IC50-arvot ja näiden kokeiden 
tuloksista nähdään, että yhdiste 049 inhiboi juurikin CYP1A2:ta CYP2C9:ä sekä CYP2C19:ä, 
joihin kokeen muilla kasviperäisillä yhdisteillä ei ollut inhiboivaa vaikutusta (Taulukko 3). 
Tämä ero selittynee yhdisteen 049 rakenteen huomattavalla poikkeavuudella yhdisteistä 174 
ja 177, jotka ovat keskenään hyvin samankaltaiset. Rakenteellinen samankaltaisuus 
selittäneekin näiden yhdisteiden yhtenevät inhibitioprofiilit. 
 
CYP3A4:n tulosten kohdalla huomataan, että yhdisteen 049 pitoisuuden kasvaessa 
metaboliitin muodostus kiihtyy reaktiossa (kuva 7).  6β-OH-testosteronin määrä näytteessä 
kasvaa enimmillään 40 %, ja 1-OH-midatsolaamin muodostus jopa kaksinkertaistuu 
lähtötasoon verrattuna. Yhdiste 049 näyttäisi siis aktivoivan CYP3A4:ää. Muun muassa α-
naftoflavonin ja pyridostigmiinin on havaittua aiheuttavan samankaltaista CYP3A4:n 
aktivoitumista (Schwab ym. 1988, Shou ym. 2000, Usmani ym. 2003, Woods ym. 2011). 
CYP3A4:llä tiedetäänkin olevan useampi ligandin (substraatin) sitoutumispaikka, jolloin 
yhdisteen 049 kaltaisten molekyylien sitoutuminen entsyymiin tuo esiin CYP3A4:n 
atyyppisen entsyymikinetiikan (Yano ym. 2004, Davydov ym. 2011). CYP3A4:n useiden 
ligandin sitoutumispaikkojen teoriaa tukee myös se, että yhdisteet 174 ja 177 inhiboivat sitä, 
kun substraattina käytettiin midatsolaamia, mutta testosteronin toimiessa substraattina, 
inhiboivaa vaikutusta ei havaittu. 
 
Kun inhibiittorille halutaan määrittää IC50-arvo tarkasti, tulee käyttää 6—8 eri 
inhibiittoripitoisuutta, joista pienimmät ovat selvästi alle IC50-arvon ja vastaavasti suurimmat 
selvästi sen yli. Kun inhibiittorin pitoisuusskaala on sopiva, inhibitiokuvaajasta muodostuu 
kirjallisuuskatsauksen kuvan 2 muotoinen sigmoidaalinen käyrä. Kun tarkastellaan kuvan 6 
kontrollien inhibitiokuvaajia, voidaan havaita, etteivät ne muodosta sigmoidaalista käyrää 
kokonaan. Kuvaajien tasannevaiheet jäävät vajaiksi. Voimakkaiden inhibiittorien kinidiinin ja 
ketokonatsolin kohdalla ylempi tasannevaihe puuttuu kokonaan. Jotta näiden inhibiittorien 
kuvaajat muodostaisivat ylemmän tasannevaiheen, pitäisi kokeeseen lisätä vielä ainakin 10-
kertaisesti pienempi pitoisuus (0,001 µM = 1 nM). Tässä tutkimuksessa käytettiin kuitenkin 
vain viittä eri inhibiittoripitoisuutta, sillä menetelmää oli tarkoitus käyttää vain yhdisteiden 
inhibitiopotentiaalin seulontaan eikä niinkään tarkan IC50-arvon määrittämiseen. Viiden eri 
inhibiittoripitoisuuden käyttö vaatii kuitenkin melko suuren määrän näytteitä, minkä takia 
menetelmä on ehkä turhan työläs pelkän inhibitiopotentiaalin arvioimiseen. Menetelmä voisi 
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toimia esimerkiksi kolmellakin inhibiittoripitoisuudella, sillä inhibitiopotentiaalia on 
onnistuttu arvioimaan jopa vain yhden inhibiittoripitoisuuden IC50-arvon määrityksillä (Gao 
ym. 2002, Lin ym. 2007). Tämä vaatisi tietenkin muutoksia IC50-arvon määritykseen 
käytettyyn nonlineaarisen regressioyhtälöön. 
 
Tarkasteltaessa inhibitiokuvaajia CYP2B6:n kohdalla nähdään, että yhdisteen 177 kuvaaja on 
hieman enemmin vasemmalla kuin yhdisteen 174 kuvaaja (Kuva 6). Tämän perusteella voisi 
olettaa, että yhdiste 177 olisi voimakkaampi CYP2B6:n inhibiittori kuin yhdiste 174. 
Kuitenkin taulukosta 3 nähdään, että määritetyt IC50-arvot menevät suuruudessa juuri 
päinvastoin. Tämä johtuu siitä, että tulosten muodostukseen käytetty nonlineaarisen 
regressioanalyysin yhtälö (yhtälö 1) määrittää IC50-arvon sigmoidaalisen kuvaajan 
tasannevaiheiden puoliväliin (ns. suhteellinen IC50) eikä pisteeseen, jossa metaboliitin 
muodostus on laskenut puoleen maksimista (ns. absoluuttinen IC50, Sebaugh 2010). Kun 
tasannevaiheet muodostuvat lähelle 100 ja 0 %:a, suhteellinen ja absoluuttinen IC50-arvo eivät 
eroa toisistaan. Kun alempi tasanne ei muodostukaan 0 %:n lähelle, kuten yhdisteen 174 
kuvaajalla CYP2B6:n kohdalla, suhteellinen IC50 on pienempi kuin absoluuttinen IC50. 
Yhdisteen inhibitiopotentiaalia arvioidessa käytetään kuitenkin suhteellista IC50-arvoa, jonka 
vuoksi tässäkin tutkimuksessa kaikki ilmoitetut IC50-arvot ovat määritetty suhteellista tapaa 
käyttäen (Neubig ym. 2003). 
 
Mekanismiin perustuvassa inhibitiokokeessa kontrolli-inhibiittorit toimivat oletetusti. 
Negatiivikontrolleissa ei IC50-siirtymää havaittu ja positiivikontrolleissa IC50-siirtymä oli 
molemmilla CYP-entsyymeillä monikymmenkertainen. Kun menetelmää käytettiin 
yhdisteiden 174 ja 177 tutkimiseen, ei IC50-arvon määrityskokeissa todettua inhibitiota voitu 
havaita. Tästä syystä ei IC50-siirtymääkään voitu kokeella havaita. Inhibitiovaikutuksen puute 
kokeen tuloksissa voisi johtua inhibiittoridepleetiosta, joka voisi olla seurausta suuresta (10-
kertaisesta) mikrosomipitoisuudesta esi-inkubaatiovaiheessa (Parkinson ym. 2011). Toisaalta 
ilman NADPH:a esi-inkuboiduissa näytteissä ei esi-inkubaatiovaiheen suuren 
mikrosomimäärän pitäisi nostaa inhibiittoridepleetiota, sillä yhdisteiden 174 ja 177 oletettu 
CYP-entsyymiperäinen metabolia olisi NADPH-riippuvaista. Ilmiön voisi selittää yhdisteiden 
174 ja 177 suuressa mikrosomipitoisuudessa lisääntyvä NADPH-riippumaton nonspesifinen 
proteiinisitoutuminen. Kokeessa käytettyjen kasviperäisten yhdisteiden kemiallisesta 
säilyvyydestä ei myöskään ole tutkimustietoa, jonka vuoksi ei tiedetä kauanko kuiva-aineista 
tehdyt kantaliuokset tai kokeita varten tehdyt laimennossarjat säilyvät. Mekanismiin 
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perustuva inhibitiokoe tehtiin viikon pakasteessa säilytetyllä laimennossarjalla, joten 
yhdisteiden mahdollisella kemiallinen hajoamisella voisi myös olla vaikutusta kokeen 
tuloksiin. 
 
Kaikki tutkimuksessa käytetyt substraatit ja inhibiittorit liuotettiin DMSO:iin, sillä 
rasvaliukoisten ominaisuuksiensa vuoksi ne liukenivat siihen varsin hyvin suurinakin 
pitoisuuksina. Laimennussarjojen ja näytteiden pipetointi koeputkiin toteutettiin niin, että 
DMSO:n lopullinen osuus reaktiossa oli 1 % (v/v), joka on lääkeviranomaisten ohjeiden 
mukaan hyväksyttävissä rajoissa vaikkakin suosituksena on pitää liuottimen osuus alle 0,1 
%:ssa (FDA 2006).  DMSO on erinomainen liuotin, mutta sen tiedetään inhiboivan CYP-
entsyymejä ja näistä etenkin CYP2C9:ä, CYP2C19:a ja CYP3A4:ä (Chauret ym. 1998). Tässä 
tutkimuksessa ei tutkittu DMSO:n vaikutusta metaboliareaktioiden nopeuksiin, mutta sen 
inhiboiva vaikutus voitiin havaita varsinkin CYP2C19 hitautena metaboloida S-
mefenytoiinista 4-OH-mefenytoiinia. Sama ongelma näytti koskevan myös CYP2C9:n ja 
CYP3A4:n substraattien tolbutamidin ja testosteronin metaboliittimuodostusta. DMSO:n 
inhiboiva vaikutus sekä näiden kolmen CYP-entsyymikohtaisten metaboliittien analyyttiset 
hankaluudet tekivät niistä haastavia detektoida näytteistä. 
 
7.4 Yhteenveto 
 
Tutkimuksen aikana onnistuttiin kehittämään inhibitiopotentiaalin arvioimiseen käytetyn 
IC50-arvon mittausmenetelmä, joka perustui ihmisen maksan mikrosomien sekä HPLC-MS-
analytiikan käyttöön. Menetelmän avulla havaittiin yhdisteiden 174 ja 177 inhiboivan 
kohtalaisesti CYP2B6:ta sekä CYP3A4:ä. Nämä tulokset saavat tukea rekombinantti-CYP-
entsyymeillä tehdystä tutkimuksesta, jossa kummallekin yhdisteelle määritettiin alle 10 µM 
IC50-arvot CYP2B6:lle (Pimkaew ym. 2013). On siis teoriassa mahdollista, että thaimaalaisen 
wan chak motluk -lääkevalmisteen käyttäminen voi johtaa lääkeaineinteraktioihin CYP-
metabolian kautta. IC50-arvon määritykseen käytetty inkubaatiomenetelmä vaatii vielä 
kuitenkin optimointia ainakin mikrosomipitoisuuden sekä liuotinmäärän suhteen. Sisäisen 
standardin sisällyttäminen menetelmään olisi myös eduksi. Mekanismiin perustuvan 
inhibition tutkimiseen perustettiin myös inkubaatiomenetelmä, jonka avulla saadut tulokset 
olivat kuitenkin epäselviä eikä niistä voitu tehdä varsinaisia johtopäätöksiä yhdisteiden 174 ja 
177 mahdollisesta CYP-entsyymien irreversiibelistä inhibitiosta. Perinteisen 
laimennosmenetelmän tilalle voisi harkita esimerkiksi Parkinsonin ym. (2011) menetelmää, 
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jossa inkubaatiot voidaan tehdä pienissä mikrosomipitoisuuksissa laimennosvaiheen 
puuttumisen vuoksi. Yhdisteille 174 ja 177 olisi myös syytä tehdä kokeet, joissa tutkittaisiin 
niiden epäspesifistä proteiinisitoutumista ja selvitettäisiin niiden metaboliaprofiilit. Näiden 
kokeiden tulosten perusteella yhdisteille kehitettäisiin uudet MBI:n tutkimismenetelmät, joilla 
niiden mahdollisia hepatotoksisia vaikutuksia voitaisiin selvittää. 
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